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RESUMEN

En este estudio se evaluo la capacidad de la hepatica acuatica Ricciocarpus natans L. y del
musgo terrestre Entodon serrulatus Mitt. como biomonitores de metales pesados asociados
con material particulado en una zona urbana altamente contaminada, y se correlacionaron las
concentraciones en los tejidos del musgo con las cantidades de particulas PMio y PMa.s

presentes en la atmosfera.

Ambas especies fueron expuestas a la contaminacion del Area Metropolitana del Valle de
Toluca (AMVT) mediante la técnica de bolsas de musgo, se expusieron durante dos periodos
de seis meses cada uno y los puntos de muestreo utilizados corresponden a los sitios de la
Red Automaética de Monitoreo Atmosférico del Gobierno del Estado de México. Una vez
concluido el muestreo, ambas especies fueron analizadas mediante técnicas de

caracterizacion elemental y estructural.

Los resultados mostraron que, los grupos funcionales -OH y -NH, N-H y C-O en la superficie
del hepatico y del musgo participan en la adsorcion de elementos pesados. Los factores de
enriquecimiento promedio mostraron un valor muy alto para el Cd (>10) en la zona de
estudio, mientras que el Cr no presenta enriquecimiento (<2). Los resultados estadisticos
indicaron una variacion temporal en la concentracion de metales y particulas en la atmosfera,
con una disminucion en la concentracion de estos contaminantes en las temporadas de lluvias
y en la estacion seca-fria, y un aumento en la concentracion en la estacion seca-célida.

También se observo una posible asociacion del Cry Cd con las particulas PMio y PMaz.s.




Ademas, excepto para el Cr, ambas especies acumulan los metales asociados con el material
particulado en el aire en niveles equivalentes. Existe una fuerte asociacion entre las particulas
PM..s y PMuo, asi como entre los metales Cr-Pb-Fe en R. natans, y entre PM..s-PMio y Fe, y
entre Cd-Cr-Pb en E. serrulatus. Estos contaminantes estan principalmente asociados con los

sitios de muestreo que presentan las concentraciones mas altas de metales en el ZMVT.

Aunque el musgo terrestre mostrd caracteristicas ligeramente mejores que el hepatico
acuatico como biomonitor de metales pesados asociados con particulas atmosfeéricas, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas para todos los metales, por lo que ambas
especies podrian ser Utiles para el biomonitoreo de metales pesados en zonas urbanas

altamente contaminadas.




ABSTRACT

In this study, the capacity of the aquatic liverwort Ricciocarpus natans L. and the terrestrial
moss Entodon serrulatus Mitt. as biomonitors of heavy metals associated with particulate
matter from a highly polluted urban area was evaluated, and concentrations in moss tissues
were correlated with concentrations of PM 10 and PM 2.5 present in the atmosphere. The
two species were exposed by the moss bag technique to the pollution of the Toluca Valley
Metropolitan Area (TVMA) for two periods of 6 months, using the sites of the Automatic
Atmospheric Monitoring Network of the Government of the State of Mexico, and were
subsequently analyzed using elemental and structural characterization techniques. The results
show that mainly the functional groups -OH and -NH, N-H and C-O on the surface of the
liverwort and moss participate in the adsorption of heavy elements. The average enrichment
factors of Cd and Pb show to be highly enriched in the study area while chromium is not
enriched. The statistical results indicate a temporary variation in the concentration of metals
and particles in the atmosphere, where there is a lower concentration of these pollutants in
the rainy and dry-cold season and a higher concentration in the dry-hot season and a possible
association of Cr and Cd with PM 10 and PM 2.5. In addition, except for Cr, both species
accumulate the metals associated with airborne particulate matter at equivalent levels. There
IS strong association between PM 2.5 and PM 10 particles and between the metals Cr-Pb-Fe
in R. natans and between PM 2.5 -PM 10 and Fe and between Cd-Cr-Pb in E. serrulatus and
these pollutants are mainly associated with sampling sites with the highest concentrations of
metals in the TVMA. Although terrestrial moss showed slightly better characteristics than

aquatic liverwort as a biomonitor of heavy metals associated with atmospheric particles, these




differences were not statistically significant for all metals, so both species could be useful for

heavy metal biomonitoring in highly polluted urban areas.
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INTRODUCCION

La contaminacion del aire ha ido aumentando en los Gltimos afios y se ha convertido en uno
de los temas mas importantes de la actualidad. Entre los componentes de la contaminacion
del aire, los metales pesados son de particular importancia, ya que no se descomponen
facilmente, tienden a bioacumularse y algunos de ellos tienen efectos tdxicos o cancerigenos
incluso en bajas concentraciones. Por lo tanto, la presencia de metales pesados en el aire es

un tema extremadamente importante de estudiar (Cesur et al., 2021).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad de Ricciocarpus natans y de
Entodon serrulatus, como biomonitores de metales pesados (Cd, Cr y Pb) asociados a la
materia particulada aerotransportada y derivada de actividades antropogénicas en la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca. La importancia de este proyecto es analizar el
comportamiento de dos especies y seleccionar aquella que sea capaz de adsorber metales
pesados, utilizandola como un biomonitor econdémico para futuros procesos de evaluacion de
la calidad del ambiente . La hipétesis que se plante6 fue que la hepética Ricciocarpus natans
y el musgo Entodon serrulatus reflejaran de manera adecuada los niveles de metales pesados
asociados a la materia particulada aerotransportada de la atmésfera de la ZMVT resultando

en un potencial biomonitor para zonas urbanas altamente “contaminadas”.

La distribucion de este trabajo esta de la siguiente manera. En el capitulo 1 se presenta los
fundamentos teoricos relativos a esta investigacion, por lo tanto, se incluye la contaminacion
y toxicidad por metales pesados, el proceso de biomonitoreo que incluye el cultivo en bolsa,

la descripcion de cada especie utilizada y por dltimo, los puntos de muestreo que se
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encuentran insertos dentro de las estaciones de monitoreo de la Red Automatica de Monitoreo

Atmosférico (RAMA).

En el capitulo 2 se describe la parte experimental desarrollada en este proyecto en donde se
incluye el muestreo, conservacion y almacenamiento de ambas especies y su proceso de
desvitalizacion. Se presentan también los medios de cultivo propuestos en este trabajo que
tuvieron como objetivo la reproduccion de la especie acuatica. Se detalla también la
exposicion de las especies en los puntos de muestreo y las técnicas de caracterizacion que se
aplico a ambas especies antes y después de su exposicion, y por ultimo la cuantificacion de

los metales Cd, Cr y Pb realizado por absorcién atomica.

En el capitulo 3 se muestran los resultados obtenidos, el primero de ellos corresponde a la
reproduccion de la especie acuatica, la cual se realizd con éxito; la caracterizacion de las
especies mostro que el proceso de desvitalizacion fue efectivo y también la capacidad de
Ricciocarpus natans para retener agua y la de Entodon serrulatus para no retenerla. La
microscopia electronica mostrd que antes de la exposicion ambas especies no presentaban
los metales de interés, y despues de la exposicion se detecto por lo menos uno de ellos. La
cuantificacion de los metales mostro que Entodon serrulatus adsorbe en general una mayor
cantidad de metales y que el plomo es el metal que se encuentra presente en mayor cantidad
en ambas especies. El factor de enriquecimiento calculado para estos tres metales indica que

en ninguno de los puntos de muestreo considerados existe una contaminacion significativa.

Finalmente, en la Gltima parte se exponen las conclusiones del trabajo en las que se destaca
que la especie terrestre Entodon serrulatus adsorbio una mayor cantidad de metales pesados,

lo que confirma que la eleccion de la especie resulta ser la variable de mayor importancia en

13



un proceso de biomonitoreo. Se incluyen también algunas recomendaciones para trabajos

posteriores.

1. FUNDAMENTOS

1.1 Contaminacion por material particulado

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la contaminacion atmosférica afecta la
salud humana y causa siete millones de muertes anuales en todo el mundo (Hao-Tian et al.,
2022). El material particulado (PM) es considerado el principal contaminante del aire
(USEPA, 2011) y tiene su origen en diversas fuentes, como procesos industriales, trafico
vehicular, calefaccion residencial, combustion de carbon, actividades mineras, produccion
quimica y de fertilizantes e incineracion de desechos (Lelieveld et al., 2015; Vukovi¢ et al.,
2015; Macedo-Miranda et al., 2024). EI PM esta integrado por compuestos organicos,

minerales de diversas fuentes y metales pesados (Sykorova, Kucbel & Raclavsky, 2016).

Los metales pesados que se asocian con el material particulado representan una amenaza
significativa para el medio ambiente y la salud humana (Loomis et al., 2013), ya que son
contaminantes toxicos no biodegradables y persistentes. Una vez introducidos en el medio
ambiente, estos metales se acumulan en los tejidos de plantas y otros organismos a través de
las cadenas alimenticias y son muy dificiles de eliminar de los ecosistemas (Stankovic et al.,

2018).

1.2 Contaminacion por metales pesados

El término de “ion de metal pesado”, se refieren a la forma ionica de las especies metalicas

con una densidad superior a 4.5 g/cm™® (Zheng et al., 2022). Algunos de ellos son
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micronutrientes esenciales; otros no desempefian ningln papel positivo en los organismos
vivos (Nowicka 2022). Con la creciente industrializacidn, la dependencia de los combustibles
fosiles, el desarrollo urbano y la antigua zonificacion industrial, y la expansion de la
agricultura, el remedio medioambiental debido a los metales pesados se esta convirtiendo en

un problema en muchas regiones (Zheng et al.,2022).

1.3 Toxicidad de los metales pesados

La toxicidad de los metales pesados es un fendomeno complejo debido a que provocan la
alteracion de diversos procesos metabolicos y cambios ultraestructurales en las células
expuestas. Existen cuatro modos principales de accion toxica de los metales pesados: (1)
reaccion con los grupos tioilo, histidilo y carboxilo de proteinas y compuestos de bajo peso
molecular como el glutation (GSH), esto provoca pérdida de actividad, alteracion de la
estructura y cambios en las vias de regulacion y sefializacion, (2) desplazamiento de cationes
metalicos esenciales, especialmente los presentes en los sitios activos de diversas enzimas,
lo que conduce a la pérdida de actividad de estas proteinas, (3) similitud con grupos
funcionales bioquimicos, principalmente fosfato, (4) generacion de especies reactivas de

oxigeno (ROS) por autooxidacion (Nowicka 2022).

1.3.1 Toxicidad del cadmio

El Cd es un metal pesado toxico que afecta negativamente a muchos procesos bioldgicos en
humanos, animales y plantas. EI Cd es un metal fisicamente blando e inerte con una vida
media en humanos de 15 a 30 afios (Marini et al., 2022). Las principales fuentes naturales
de Cd son los volcanes y la meteorizacion de las rocas (Tran y Popova 2013). En la industria,

debido a sus excelentes propiedades anticorrosivas y resistencia a la oxidacién, encuentra
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una amplia gama de usos, por ejemplo, se utiliza en la fabricacion de baterias de Ni-Cd, en
la produccion de materiales como elemento de color, en el recubrimiento de piezas mecanicas

y fotogréaficas (Marini et al., 2022).

En los seres humanos, la exposicion mas cercana al cadmio proviene del humo del cigarrillo,
las pequerias particulas de Cd son absorbidas por el epitelio alveolar, atraviesan el tejido
intersticial del pulmdn y entran en la circulacion sanguinea. La exposicion por inhalacion
también es importante para los trabajadores de minas, talleres de pintura y fabricas de
baterias, donde el polvo y los humos pueden contener grandes cantidades de cadmio. Cuando
las toxinas atraviesan las estructuras del tracto respiratorio superior y entran en los alvéolos,

también son absorbidas y transferidas a la sangre (Marini et al., 2022).

Para los no fumadores y fumadores, la exposicion al cadmio generalmente esta relacionada
con la dieta y con diversos grados de absorcion segun el tipo de toxina, su dosis y la
frecuencia de exposicion. La eficiencia de absorcion de cadmio del tracto gastrointestinal es
menor que la respiratoria, en humanos la tasa de absorcion gastrica es de aproximadamente

3-7% (Marini et al., 2022).

1.3.2 Toxicidad del plomo

El plomo es un metal pesado tdxico que se encuentra comuinmente en el lecho rocoso y el
suelo como mineral en forma de galena (sulfuro de plomo, PbS) con una concentracion
natural de 12 a 20 mg/L (Ren et al., 2022). Por otro lado, se estima que el plomo contribuye
al 10% de la contaminacién total causada por metales pesados. Es ampliamente utilizado en
baterias de plomo acido, construccion, revestimiento de cables, pintura, adicion de alquilo a

la gasolina y refineria petroquimica (Collin et al., 2022).
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Aunque el plomo no tiene una funcion biologica definida, interfiere con varios procesos
fisioldgicos al producir un exceso de especies reactivas de oxigeno (Ogo et al., 2022). De
todos los drganos internos humanos, el sistema nervioso es el mas afectado por el
envenenamiento por plomo tanto en nifios como en adultos (Ara y Usami 2015). La
exposicion del cuerpo humano al plomo retrasa la pubertad, deteriora la calidad del semen'y
dificulta el funcionamiento del eje hipotdlamo-hipdfisis-testicular, entre otros (Jiang et al.,
2021). Los bebés y los nifios pequefios son especialmente sensibles incluso a niveles bajos
de plomo, lo que puede causar problemas de comportamiento, de aprendizaje y coeficientes
intelectuales mas bajos (Ara y Usami 2015). Se ha informado también que la exposicién al
plomo a largo plazo causa anemia y aumento de la presion arterial, especialmente en los
ancianos. Por Ultimo, también se han reportado casos de dafio cerebral y renal severo
asociado con una alta exposicion al plomo tanto en adultos como en nifios, asimismo, los
altos niveles de plomo pueden causar aborto espontaneo en mujeres embarazadas (Ara y

Usami 2015).

1.3.3 Toxicidad del cromo

El cromo elemental (Cr) no se produce de forma natural, sino que se encuentra en minerales,
principalmente como cromita (FeOCr203) (Ray y Ray 2009). La alta concentracion de Cr se
asocia principalmente con actividades humanas como la galvanoplastia, la produccién de

acero y automaviles, el curtido de cuero y la conservacién de la madera (Sun et al., 2022).

El cromo en altas concentraciones es toxico, mutagénico, cancerigeno y teratogénico, existe
en los estados de oxidacion +2, +3 y +6 (Belay 2010). El estado de oxidacién trivalente es la

forma mas estable de cromo, esencial para los mamiferos en concentraciones minimas (Belay
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2010). Por otro lado, la deficiencia de Cr en los seres humanos puede dar lugar a elevados

niveles de insulina y colesterol (Kumar et al., 2017).

La naturaleza acida y oxidativa de los compuestos de Cr los hace peligrosos para el sistema
reproductivo humano (Andleeb et al, 2018). Los compuestos entran con facilidad en el
organismo en sus formas pesadas, como Cr (IV) y Cr (V), y llegan al rifién a través de la
sangre (Rahmany Singh, 2019). El Cr (V1) causa numerosos defectos en el sistema nervioso,
defectos de nacimiento y muerte fetal (Ray y Ray 2009). Los compuestos insolubles
permanecen en los tejidos de los érganos internos humanos de entrada o son transportados a
través de la accion mucociliar al intestino (Rahman y Singh, 2019). EI cromo se localiza en
los pulmones, el higado, los rifiones, el bazo, las glandulas suprarrenales, el plasma, la

médula désea y los globulos rojos (Ray y Ray 2009).

1.4 Cultivo en bolsa

Una de las técnicas utilizadas en areas urbanas para evaluar la contaminacion del aire es la
"técnica de bolsa”, introducida en 1971 por Goodman y Roberts (Demkova et al., 2017). En
este método, se emplean musgos, liquenes y otros organismos debido a su capacidad para
acumular contaminantes de manera eficiente. Por ejemplo, la lenteja de agua se ha utilizado
ampliamente para recuperar nutrientes y metales pesados de aguas residuales agricolas y
domésticas (Rezania et al., 2016). Esta técnica tiene una serie de ventajas: tiempo bien
definido de exposicion, las concentraciones de fondo conocidas de elementos en el musgo,
flexibilidad en la seleccion y el nimero de sitios de muestreo para ser elegido, la uniformidad
de la superficie de atrapamiento, etc. La principal limitacion del método es que la eficiencia

en la acumulacion de biomonitores para diferentes contaminantes no se conoce. El tiempo de
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exposicion es también crucial en el biomonitoreo al usar bolsas. Los musgos en las bolsas
tienden a secarse y por tanto su deficiencia en la retencion de metales puede variar
dependiendo de las condiciones ambientales. Especies de Sphagnum se han considerado por
ser especialmente adecuadas para la vigilancia de la contaminacion de metales pesados
debido a la alta capacidad de intercambio catidnico de sus paredes celulares y una gran area

de superficie en contacto con la atmoésfera (Anicic et al., 2009).

1.5 Biomonitores

Un biomonitor es un organismo, que muestra la presencia de contaminantes en funcion de
sintomas, reacciones, cambios morfoldgicos o concentraciones especificas (Sett y Kundu,
2016). EIl organismo utilizado se llama bioindicador o monitor bioldgico (Chakrabortty y

Paratkar 2006).

Una clasificacion de los organismos o comunidades segiin su “modo de accion” es la

siguiente:

« Biomonitores sensibles: pueden ser del tipo éptico y se usan como integradores del estrés
causados por contaminantes, y como un sistema de alarma preventivo. Se basan en efectos
Opticos como cambios morfoldgicos en el comportamiento de abundancia relacionado con el
medio ambiente y/o en aspectos quimicos y fisicos como alteracion en la actividad de
diferentes sistemas enzimaticos, asi como actividades fotosintéticas o respiratorias (Conti y

Cecchetti. 2001).
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« Bioindicadores acumulativos: Tienen la capacidad de almacenar contaminantes en sus
tejidos y se utilizan para la medicién integrada de la concentracién de dichos contaminantes

en el medio ambiente (Conti y Cecchetti. 2001)

1.5.1 Ventajas del biomonitoreo

Algunas de las ventajas del biomonitoreo reportadas por Chakrabortty y Paratkar, 2006, son:

* No se requiere el uso a largo plazo de equipos de muestreo caros.

« El muestreo de organismos utilizados como monitor biolégico es generalmente mas facil.

« Las concentraciones en los organismos de monitoreo son mas altas que el sistema a

monitorear. Esto mejora la precision de las mediciones.

+ La mayoria de los organismos reflejan condiciones externas promediadas durante ciertos
periodos de tiempo. Este se vuelve importante cuando los niveles de monitoreo cambian

rapidamente con el tiempo.

Criterios de seleccion de los biomonitores (Chakrabortty y Paratkar 2006):

« El organismo tiene que ser comun en el area de interés.

« Tiene que estar disponible para tomar muestras durante todas las estaciones; si no, entonces

se deben desarrollar algunos dispositivos para crecer en todas las estaciones.

» EI monitor debe ser tolerante con los contaminantes en los niveles relevantes.

* Los niveles de concentracion acumulados deben ser medibles por técnicas analiticas de

rutina.
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 Ausencia de cantidades apreciables de absorcion de elementos de fuentes distintas a la

atmosfera.

* Deben conocerse los mecanismos fisiologicos para la captacion de elementos para facilitar

la interpretacion de los resultados.

Debido a la funcion vital que desempefian las plantas en los ecosistemas, las briofitas han
sido utilizados para la diagnosis o prediccién de las consecuencias negativas de actividades
antropogénicas mediante el estudio de sus procesos fisioldgicos, respuestas bioquimicas,
mecanismos de adaptacion y mortalidad. Las respuestas que tiene lugar en los organismos
como consecuencia del efecto de un contaminante se han denominado biomarcadores (Pernia

et al., 2008).

1.5.2 Biomonitores de la calidad atmosférica

Debido a sus excelentes propiedades como bioindicadores, algunas plantas, como el musgo

y los liquenes, pueden usarse para determinar el grado de acumulacion de contaminantes.

Las briofitas acuéaticas que crecen en sitios particulares, como lo son las briofitas nativas,
constituyen una herramienta simple, de confianza y econdémica para el biomonitoreo. Su uso
ha sido exitoso debido a las caracteristicas anatomicas y fisiologicas de estas plantas, su
cinética de bioconcentracion del contaminante y su permanente presencia en el medio

ambiente (Debén et al., 2015).

Szollosi-Mota et al., (2020) recolectaron musgo Tortura muralis en 10 puntos del valle de

Jiu (Rumania) y obtuvieron como resultado altas concentraciones de Zinc (9.19 mg/kg),
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seguido de cadmio (2.02 mg/Kg). Mientras que para cromo obtuvieron una concentracién de

0.126 mg/kg y para plomo una concentracién de 0.045 mg/kg.

Hajizadeh et al., (2019), recolectaron las hojas de cuatro diferentes especies de plantas
vasculares (Vitis vinifera, Juglans regia, Ulmus umbraculifera y Popolus alba), ubicados en
el lago Urmia (Iran). Encontraron que el metal que mayor absorbieron las hojas fue Zn en
Vitis vinifera con una concentracion de 24.82 mg/kg. Las concentraciones de metales pesados
en las tres especies de arbol fue el siguiente: Zn>Cu>Ni>Pb>As>Cd. Las concentraciones de

As, Cd y Pb fueron bajas, que van de 0.03 a 2.93 mg/kg.

1.6 Musgos y briofitas

Los musgos Yy briofitas terrestres se utilizan en el monitoreo de la contaminacion del aire,
debido a su bajo costo, su disponibilidad y alta capacidad de adsorcion. Uno de los métodos
mas comunes para el biomonitoreo atmosférico es la técnica en cultivo en bolsa (Gonzélez
et al., 2015). Las briofitas acuéticas tienen una mayor capacidad de acumulacion de metales
pesados que los sedimentos o las macrdfitas vasculares y pueden acumular grandes
cantidades de metales de su hébitat. Esta capacidad y la amplia distribucion de briofitas
acuaticas los hacen candidatos para monitorear la contaminacion por metales en ambientes

acuaticos (Samecka-Cymerman et al., 2005).

A menudo, los musgos se han utilizado en el biomonitoreo pasivo (es decir, utilizando
especies nativas). También, en ocasiones, se han utilizado para el biomonitoreo activo,
mediante el uso de trasplantes, aunque estos suelen utilizarse debido a la ausencia de musgos

nativos en las areas en estudio (Samecka-Cymerman et al., 2005).
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Diversas investigaciones han demostrado que las concentraciones de metales pesados en
musgos recolectados en areas urbanas son significativamente mas altas que en aquellos
recolectados en zonas naturales o remotas. Esta diferencia ha demostrado que el uso de
musgos resulta ser un método sencillo que puede contribuir al biomonitoreo de la
contaminacion del aire por metales pesados y convertirse en una forma rentable de evaluar
la calidad del aire urbano. Los musgos poseen atributos clave, como una relacion superficie-
volumen excepcionalmente alta, bajos costos de produccion, tanto para especimenes
naturales como cultivados artificialmente, alta estabilidad en musgos desvitalizados y

capacidad de intercambio i6nico (Markert et al., 2003).

Algunos estudios han evaluado la capacidad del musgo terrestre Sphagnum sp. para el
biomonitoreo de ecosistemas acuaticos comparado con Fontinalis antipyretica, la especie de
musgo acuatico mas utilizada para el biomonitoreo de sistemas acuaticos (Samecka-
Cymerman y Kempers, 2001; Ceburnis et al., 2011). Los resultados mostraron que las
concentraciones de la mayoria de los elementos estudiados eran mas altas en el musgo
acuatico que en el terrestre, lo que sugiere que los musgos acuaticos también podrian tener

una buena capacidad para acumular metales pesados de la atmosfera.

Recientemente, se ha explorado la posibilidad de utilizar especies acuaticas para determinar
la contaminacion por metales pesados asociada con el material particulado en el aire en zonas
urbanas, ya que han demostrado una alta capacidad para concentrar metales pesados, como
lo ha mostrado el uso de Fontinalis antipyretica (Fernandez et al., 2015). Aunque se han
realizado estudios en diferentes regiones del mundo para evaluar la contaminacién del aire
mediante bolsas de musgo, son muy pocos los estudios en los que el monitoreo atmosférico

de metales pesados se ha llevado a cabo durante las cuatro estaciones del afio (Hao-Tian et
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al., 2022; Schroder y Pesch, 2004). Estas investigaciones han demostrado que los musgos
pueden utilizarse en el biomonitoreo ambiental a largo plazo y recomiendan ajustar el periodo
y la duracion de la exposicion de los musgos a la contaminacién del aire a un periodo de 3 a

6 meses para obtener resultados confiables.

Debén et al., (2016) reportaron que en la especie Sphagnum denticulatum, las
concentraciones iniciales de todos los metales Al, As, Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Ni y Zn fueron
mas bajas que al final del periodo de exposicion, y el aumento generalmente ocurri6 durante
los primeros 5 dias. También, reportaron que las concentraciones iniciales de todos los
elementos, excepto As, fueron significativamente mas bajas en Sphagnum denticulatum que
en Fontinalis antipyretica. Esto se debid principalmente a que las muestras de S.
denticulatum se lavaron con EDTA antes de ser desvitalizadas; este paso de lavado extrae
metales de los sitios de intercambio en los tejidos de musgo y, por lo tanto, deberia dar como
resultado una acumulacion mas eficiente de dichos metales durante el periodo de exposicion.
Ellos recomiendan la desvitalizacion con sobre-secado con una rampa de temperatura con
métodos probados para el musgo F. antipyretica, ya que este método produce resultados mas
estables en relacion con la pérdida de material durante la exposicion y la acumulacion de
elementos. Concluyen que, el musgo terrestre S. denticulatum, cominmente utilizado en

biomonitoreo atmosférico, no es adecuado para su uso en ambientes acuaticos.

Fabrizio Monaci et al., (2021) utilizaron especimenes nativos y trasplantados del musgo
acuatico Platyhypnidium riparioides para evaluar la contaminacién por metales y metaloides
en un rio que recibe maultiples drenajes acidos y metaliferos procedentes de zonas
mineralizadas con sulfuros y minas abandonadas. La exposicion de todas las bolsas de musgo

desplegadas duré 3 semanas y ellos concluyeron que la capacidad de P. riparioides para
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captar y retener un conveniente espectro de elementos y su alta sensibilidad de respuesta
hicieron de esta especie un medio de muestreo eficaz para identificar aquellos que tienen mas
probabilidades de afectar a los receptores bioldgicos, indicando un potencial impacto

ecoldgico.

Swistowski et al., (2022) expusieron durante tres meses en una propiedad en Konskie
(Swigtokrzyskie Voivodeship, Polonia) a los musgos Sphagnum fallax, Pleurozium schreberi
y Dicranum polysetum. Obtuvieron como resultado mejores resultados con el musgo S.

fallax.

Quyet et al., (2021) investigaron la deposicién atmosférica de elementos quimicos en la
region de Hanoi a partir de la biomonitorizacion de musgos, empleando a la especie Barbula
indica. Obtuvieron como resultado que el aire de Hanoi esté altamente contaminado con Zn,
Bay Ta, y ligeramente contaminado con Al, CI, Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Co, As, Cd, Sbh,

La, Ce, Sm, Gd, Th, Yb, Hf, Thy U.

Carrillo et al., (2022) evaluaron a Parmotrema arnoldii (Du Rietz) Hale y Tillandsia
usneoides L. como indicadores de metales pesados en el aire y Platyhypnidium aquaticum A.
Jaeger y Marchantia polymorpha L. como indicadores de metales pesados y un metaloide
en el agua. Obtuvieron como resultado que el nivel de concentracion de metales en el aire
para P. arnoldii y T. usneoides tuvo el siguiente orden de concentracion Zn > Mn > Pb > Cd
> Cu. En el caso del agua, P. aquaticum sefialé una concentracién de Al > Mn > Fe > Zn >
As > Pb > Cd y demostré ser mas eficaz en la deteccion de la contaminacion del agua que la
especie M. polymorpha, que tenia una concentracion de Al >Zn > Fe > Cd >As > Mn > Ph.

Ademas, concluyeron que, P. aquaticum mostré una mayor capacidad de acumulacion de
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metales pesados que M. polymorpha, por lo que puede ser utilizada como especie modelo
para la monitorizacion pasiva de la calidad del agua. Sin embargo, P. arnoldii y T. usneoides

mostraron una acumulacion de metales pesados similar en relacion con la calidad del aire.

1.7 Marchantiophyta

Tradicionalmente el reino vegetal ha sido dividido en plantas no vasculares y vasculares. Las
plantas no vasculares se agrupan en tres divisiones: Marchantiophyta (Hepatophyta),
Anthocerotophyta y Bryophyta, integradas por plantas autétrofas con clorofila a y b,
carotenoides, paredes celulares celuldsicas y un ciclo de vida con alternancia de fases en la

que el esporofito es dependiente del gametofito.

La division Marchantiophyta agrupa entre 6,000 y 8,000 especies de plantas (Mendoza,
2008), se distinguen de la phyla Bryophyta por su orientacion dorso-ventral, rizoides
unicelulares, ausencia de columela y ausencia de estomas (Bowden et al., 2017), suelen vivir
en diversos ambientes humedos y sombreados, cubriendo grandes extensiones de tierra,
rocas, arboles o cuerpos de agua, son conocidas comunmente como hepéticas (Mendoza,

2008).

1.8 Ricciocarpus natans L.

Ricciocarpus natans L. es nativa de Nueva Zelanda y con frecuencia flota libremente con
Lemna en aguas eutrdficas (Rial y Lasso, 1998), también acompafiada de la hepética Riccia
fluitans, del helecho acuético Azolla microphylla Kaulf (Figura 1) (Mendoza, 2008) y suele

ser comun en humedales naturales con valores de pH de 7.6 (Rial y Lasso, 1998). En México
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se ha reportado su presencia en algunos lagos de varios estados (como el Estado de México)

(Mendoza, 2008).

Figura 1 Ricciocarpus natas en su habitat
(Mendoza, 2008)

El gametofito de Ricciocarpus natans es un talo pequefio que es el responsable de la
reproduccion, y puede llegar a alcanzar los 2.5 cm de longitud, tiene un aspecto esponjoso,
es dorsiventralmente aplanado y dicotomicamente lobulado en la parte apical

(Mendoza,2008).

Bischler y Jovet-Ast (1981) establecen que las especies de Ricciocarpus son conocidas como
Marchantiophytas. Algunas de las caracteristicas que destacan estos autores son: tienen
esporas largas, el gametofito es capaz de captar y circular agua, son capaces de vivir durante
largos periodos de tiempo debido a su morfologia ya que sus talos permiten capturar agua
directamente de la superficie del suelo, sus poros epidérmicos y las camaras de aire permiten
el intercambio atmosférico, las esporas resisten al dafio y a la desecacion debido a la densa
ornamentacion de la exina, lo que permite su dispersién por corrientes de agua. Las

Marchantiophytas son especies terrestres, al estar expuestas resisten condiciones extremas
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como altas temperaturas y largos periodos de luz intensa. Las especies Riccia pueden
recuperar la totalidad de sus funciones después de un periodo de hasta 8 afios de estar
desecadas e incluso pueden reproducirse si alguna de sus células no sufre dafios, esto las

convierte en especies unicas.

escamas

l

Figura 2 Morfologia de Ricciocarpus natans
(Mendoza, 2008).

En la parte superior de la ld&mina se encuentran numerosos poros que le permiten el
intercambio gaseoso, y se aprecia ademas un surco hundido en forma de Y, que divide a la
planta en dos partes iguales. En la parte inferior de la lamina se encuentran varias filas de
escamas ventrales y numerosos rizoides; las escamas estan formadas por una sola capa de

células y a menudo son de color purpura (Figura 2) (Mendoza, 2008).

1.9 Entodon serrulatus

Erythrodontium Hampe (Entodontaceae) consiste en musgos pleurocarpicos de tamafio

pequefio a mediano. Las especies suelen ser corticolas, pero también pueden encontrarse
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creciendo en el suelo o en las rocas. Las especies de Erythrodontium se encuentran
generalmente en regiones montafiosas en los tropicos, tanto en el tanto en el hemisferio

occidental como en el oriental (Majestyk, 2009).

El género de musgo Entodon se caracteriza por hojas ovado-lanceoladas, a menudo mas o
menos oblongas, con células superiores lineares cortas y de doble costa, grupos considerables
de células alares cuadradas y diferenciadas, y por capsulas cilindricas erectas con peristoma
doble insertado muy por debajo de la boca (Zhu et al., 2010). Entodon, el mayor género de
las Entodontaceae, tiene una distribucion casi cosmopolita. Se extiende desde el sur de
Sudamérica, Nueva Zelanda y Sudafrica en el sur, hasta la zona boreal del hemisferio norte,
y cuenta con unas 130 especies (Buck 1990). Entodon serrulatus se distribuye en México
en los estados de Chiapas, Distrito Federal, Hidalgo, México, Michoacan, Morelos, Oaxaca,

Puebla y Veracruz (Herrera-Paniagua, P. y Martinez, M., 2014).

1.10 Zona Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT)

En México, la contaminacion del aire alcanza niveles elevados que se asocian tanto a las
actividades humanas como al cambio climatico, y varia significativamente entre las
diferentes regiones del pais. Cada afio, la contaminacion del aire causa cerca de 33,000
muertes en México: 20,000 debido a la contaminacion del aire exterior, principalmente en
pueblos y ciudades, y 13,000 debido a la contaminacion del aire en interiores, causada por el
uso de lefia y otros combustibles solidos (Copenhagen Consensus, 2024). El principal
problema de la combustion es el material particulado en el aire, que puede provocar
enfermedades pulmonares cronicas, infecciones respiratorias agudas, cancer de pulmén,

enfermedades cardiacas y accidentes cerebrovasculares. La contaminacion del aire representa
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aproximadamente una de cada 17 muertes (5.9%) en el pais y es la octava causa de muerte

(Global Burden of Disease Collaborative Network, 2021).

Las particulas de aire mas peligrosas son conocidas como PMio y PM2.s, ya que pueden
penetrar profundamente en los pulmones. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
establecido un limite para la contaminacién ambiental promedio de PMio y PMa.s de 45 pg/m?
y 15 pg/m?, respectivamente. Sin embargo, las concentraciones promedio en el afio 2023 en
el Area Metropolitana del Valle de Toluca (AMVT) fueron de 70 pg/m® y 41 pg/m?® para
PMio y PM:.s, respectivamente (Centro Estatal de Vigilancia Epidemiologica y Control de

Enfermedades, 2024).

La Zona Metropolitana del Valle de Toluca se localiza en la parte central del Estado de
México (Figura 4). Estd conformada por 22 municipios, los cuales comprenden una
superficie de 2,669.6 km2, que corresponde al 11.9% del territorio estatal; colinda al Norte
con los municipios de San Felipe del Progreso, Ixtlahuaca, Jiquipilco y Nicolds Romero; al
oriente con Isidro Fabela, Jilotzingo, Naucalpan, Huixquilucan y con el D.F; al Sur con
Ocuilan, Joquicingo, Tenancingo, Villa Guerrero y Coatepec Harinas y al Poniente con

Temascaltepec, Amanalco y Villa Victoria (Secretaria del Medio Ambiente, 2012).

Se considera la segunda concentracién poblacional mas importante del Estado de México y

la quinta del pais (Zepeda-Gémez, 2014).
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e EDOAAEX

Figura 4 Zona Metropolitana del Valle de Toluca
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2. MATERIALES Y METODOS

En la Figura 5, se muestra el diagrama general de las principales etapas que se desarrollaron

en la presente investigacion.

Muestreo de N Muestreo de Entodon
Ricciocarpus natans serrulatus

Desarrollo del medio

de cultivo
A A
. . . Exposicion en
Produccion de biomasa Preparacion del posicion
. tacion:
cultivo en bolsa estaciones de
monitoreo
Cuantificacion de
Interpretacion de los Aplicacion de métodos metales pesados en las
resultados estadisticos muestras de briofita y
musgo

Figura 5 Diagrama de flujo del método

32



2.1 Muestreo de la briofita acuatica Ricciocarpus natans

El 22 de agosto del 2022 se muestreo la hepética acuatica Ricciocarpus natans en el Poligono
1 de las Ciénegas de Lerma, Laguna de Almoloya del Rio (19°09'24.6"N 99°29'48.0"W)

(Figura 6).

Ricciocarpus natans se encontro flotando libremente en la laguna y para su recoleccion se
empled un muestreador de plastico en red de 7cm de didmetro. Este se coloco sobre la
superficie de la laguna aproximadamente a 50 cm de la orilla. Se colectaron 5 litros de
hepatica y 5 litros de agua de su habitat en el mismo punto. Para disminuir el estres en las

hepaticas, se colocaron una semana en una tina junto a una ventana antes de comenzar con

A

la experimentacion.
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Figura 6 Poligono 1 de las Ciénegas de Lerma, Laguna de Almoloya del Rio
(19°09'24.6"N 99°29'48.0"W)
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2.2 Desarrollo del medio de cultivo para Ricciocarpus natans

2.2.1 Medio de cultivo A

El medio de cultivo de referencia empleado para el cultivo de Ricciocarpus natans fue el
reportado por Lorenzen et al., (1981), la composicion del medio se encuentra en la Tabla 1
tomando como base de referencia 1L, sin embargo, se modificd y no se le agregd el nitrato
de calcio y al EDTA no se le adiciond el hierro.

Las hepaticas se colocaron en un recipiente de plastico de 20 cm de diametro y a su vez este
se colocd dentro de un contenedor de unicel para mantener la temperatura. Para simular las
condiciones naturales de luz y temperatura se utiliz6 un fotoperiodo de 14/10 (luz/oscuridad),
en la parte superior de la caja se colocaron 3 focos de 40 W de luz caliente y 2 focos de luz
blanca, con esto se alcanz6 una temperatura de 29°C. El cultivo se mantuvo con un flujo de
CO utilizando una bomba de pecera para garantizar que las burbujas se eleven

uniformemente y los talos de la briofita se mantengan en movimiento y sin girar bajo el agua.

Tabla 1Medio Lorenzen et al., 1981

Nombre del compuesto Formula quimica | Cantidad (g/L)
Nitrato de potasio KNOs 0.0505

Nitrato de calcio tetrahidratado Ca(NO3) . 4H,O | 0.186

Fosfato monopotasico KH2PO4 0.043

Fosfato dipotasico K2HPO4 0.0139

Sulfato de magnesio heptahidratado | MgSQs . 7H20 0.0300

EDTA férrico Fe-EDTA 1mL
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2.2.2 Medio cultivo B

El segundo medio de cultivo se realizé mezclando el medio de cultivo A con agua del habitat
de la hepatica. En cada matraz se coloco un gramo de peso fresco de Ricciocarpus natans y
los siguientes volimenes: 1) 200 mL de medio de cultivo, 2) 100 mL de agua de su habitat,
3) una mezcla 80/20 de medio de cultivo y agua de su habitat, 4) una mezcla 50/50 de medio
de cultivo y agua de su habitat y finalmente 5) una mezcla 20/80 de medio de cultivo y agua
de su hébitat. Todas estas mezclas se colocaron dentro de una incubadora Heidolph™

Unimax 1010 a una temperatura de 29°C y una agitacion de 138 rpm durante 20 dias

2.2.3 Medio cultivo C

En un recipiente de plastico se colocaron 2 litros de agua del habitat de la hepatica y tomada
del Poligono 1 de las Ciénegas de Lerma, 2 litros de agua de la llave, 10 hepaticas y
aproximadamente 50 gr de tierra de monte comercial, como se muestra en la Figura 7. Para
compensar la pérdida de agua por evaporacién, cada tercer dia se adicionaban agua de la
Ilave hasta la marca de los 2 litros y aproximadamente cada 20 dias se agregaba tierra nueva

para compensar péerdidas.
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2.4 Muestreo de Entodon serrulatus

La especie Entodon serrulatus se localizd arboles ubicados en San Jerénimo Acazulco
(19°15°47.6” N 99°24°23.6W) y en San José¢ el Llanito, Ameyalco (19°18'33.0" N
99°28'23.4” W), en donde se realizo el primer muestreo el 11 de marzo del 2022. Las
muestras se tomaron de arboles al azar utilizando una barra metalica de 15 cm, colocandolas
en bolsas de plastico para para posteriormente realizar su identificacion (Figura 8), siguiendo
lo correspondiente a la NOM-011-SEMARNAT-1996. En Acazulco se encontré una mayor
cantidad de Entodon serrulatus por lo que seis meses después se realiz6 un segundo muestreo

en este mismo punto, tomando de nuevo arboles al azar y diferentes al primer muestreo.

La muestra de Entodon se desvitalizon como se describe a continuacion antes de someterla a

exposicion en los puntos de la estacién de monitoreo.

La identificacion de especies fue realizada por la Dra. Carmen Zepeda Gomez en la Facultad
de Ciencias de la Universidad Autonoma del Estado de México (UAEMex), utilizando la
Flora de los musgos de México (Zepeda Gémez, 2024) y el Manual de musgos del Valle de

México (Zepeda Gomez, 2024). Los datos sobre las especies E. serrulatus y R. natans estan

36



disponibles en el Herbario Nacional de México a través de los siguientes enlaces:
https://datosabiertos.unam.mx/IBUNAM:MEXU:BR46428 y

https://datosabiertos.unam.mx/IBUNAM:MEXU:BR24458.

2.5 Desvitalizacion

Las muestras de la hepética Ricciocarpus natans y el musgo terrestre Entodon se limpiaron
de manera manual de agentes externos como rocas, ramas y corteza. Posteriormente, ambas
muestras se desvitalizaron mediante calentamiento aplicando una rampa de secado en un
horno con las temperaturas :50, 80 y 100 °C, cada una mantenida durante 8 horas y de manera
continua (Kobuljanovna, 2022). Una vez terminado el proceso de calentamiento las muestras

se consideraron desvitalizadas.

2.5 Cultivo en bolsa

Las muestras desvitalizadas se colocaron en bolsas de organza cuadradas de 7.5 x 7.5 cm,
con un tamafio de mesh de 2 mm, lavadas previamente con agua destilada y secas a
temperatura ambiente por 2 horas antes de colocar las muestras, se realizo el método de
cuarteo para homogenizar tanto el musgo como la hepatica y garantizar una muestra
representativa que funcioné como blanco (NMX-AA-15-1985). Aproximadamente 1.68 g de
muestra de hepética y musgo fueron pesados en una balanza analitica Sartorius BCE224-1S
y colocados en cada bolsa, tomando como referencia lo reportado sobre el uso de 30 mg de
musgo por cm? de superficie disponible en la bolsa (Capozzi et al., 2016), como se observa

en la Figura 9.
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Figura 9 Bolsas de Ricciocarpus natans

2.6 Exposicidn en estaciones de monitoreo

Segun los datos de la red automatica de monitoreo de la calidad del aire de la Secretaria del
Medio Ambiente del Estado de México, en los tltimos 10 afios, las PM2s, PM1o y el Os han
sido los principales contaminantes atmosféricos que han mostrado concentraciones
superiores a las que se encuentran reguladas por la legislacion mexicana en la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca (Secretaria del Medio Ambiente del Estado de México,

2024).

Para este ensayo se utilizaron las estaciones de la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico
(RAMA). En cada estacién se colocaron cuatro bolsas con una relacion de masa
seca/superficie de la bolsa de 30 mg por cm? 2 mm mesh, se expusieron por duplicado
muestras de Ricciocarpus natans y Entodon serrulatus, se ubicaron a aproximadamente 4
metros de altura y se sujetaron utilizando una barra de madera y con una separacion de 5 cm
entre cada bolsa. El tiempo de exposicion fue de 6 meses para cada exposicion. El primero

fue del 05 de julio del 2022 al 06 de enero del 2023 dentro del cual coincidio la temporada
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de lluvias del 2022; el segundo fue del 06 de enero del 2023 al 18 de julio del 2023 que

coincidio con la temporada de estiaje.

Figura 10 Exposicion en las estaciones de monitoreo

Las estaciones elegidas fueron:

1. Oxtotitlan: La estacién esta ubicada dentro de las instalaciones de la escuela primaria
"Carmen Serdan" en la calle Lago Caimanero esquina Laguna de la Asuncién (19°
17°0.40° N 99°41° 0.56° W).

2. Toluca centro: La estacion se encuentra ubicada en el gimnasio "Prof. Guillermo
Ortega Vargas" de la UAEMex, en la calle Venustiano Carranza esquina Mariano
Matamoros (19° 16° 41.1°° N 99° 39’ 23.1” W).

3. Metepec: La estacion se encuentra en el “Parque Ecologico” ubicado en la calle
Manzana #20-A, colonia Izcalli Cuauhtémoc V (19° 16° 12.7°’N 99° 35” 42.7> W).

4. Ceboruco: La estacion se encuentra dentro de las instalaciones de la Preparatoria 5

“Angel Maria Garibay Kintana” de la UAEMex (19° 15” 37.1>> N 99° 38° 44.6”* W).
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. San Mateo Atenco: La estacion se encuentra dentro de las instalaciones del tanque
elevado de OPDAPAS del Municipio de San Mateo (19° 16° 49.5°’N 99° 32’
30.0”°W).

. Almoloya de Juarez: La estacion se encuentra en la estacion de bomberos en la calle
Melchor Ocampo 50, Cabecera Il Seccion 50900 (19° 37’ 07.10> N -99° 75°
26.75°W).

. San Cristobal Huichochitlan: Ubicada en las siguientes coordenadas 19°19 38.00"
N, 99°38° 03.44" W

. Xonacatlan: Ubicada en Calle 5 de Mayo No. 206, Col. Centro, C.P. 52060,
Municipio de Xonacatlan, México. (19°23'57.3" N -99°31'50.0"W)

. Calimaya: Calle Miguel Hidalgo Sur S/N, Delegacién Municipal San Andrés Ocotlan

CP 52220, Calimaya, México (19°11°33.70°° N -99°35°10.17°W).
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Figura 11 Ubicacion de los sitios de muestreo en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca.

Mapa creado con el software de acceso abierto QGIS versién 3.34. https://www.qgis.org/
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2.7 Cuantificacion de los metales pesados en las muestras de hepatica y musgo

2.7.1 Caracterizacion por espectofotometria FTIR

Se analizaron todas las muestras de Ricciocarpus natans y Entodon antes y después de su
exposicion en los puntos de muestreo, las muestras se molieron de manera mecanica para
homogenizarlas antes de su analisis. Se utiliz6 un espectofotometro FTIR JASCO-4X para
identificar los grupos funcionales que posiblemente estén formando enlaces con los metales

adsorbidos en los sitios de muestreo.

2.7.2 Analisis termogravimétrico (TGA)

Todas las muestras antes y después de su exposicion de Ricciocarpus natans y Entodon se
caracterizaron mediante analisis termogravimétrico (TGA). Se utiliz6 un analizador
termogravimétrico TA DSC250. Las muestras fueron molidas antes del analisis en un

mortero de &gata y sometidas a una rampa de temperatura de 100 a 700°C

2.7.3 caracterizacion por microscopia electronica de barrido (SEM)

Todas las muestras de Ricciocarpus natans y Entodon serrulatus se caracterizaron por
microscopia electronica de barrido, con un microscopio JEOL LB 6100. A ambas muestras
se les realizo un recubrimiento con oro para mejorar su conductividad. EI analisis de las
muestras se realizo antes y después de su exposicion para analizar los cambios morfologicos

en las muestras, estas se molieron de manera mecanica antes de su analisis.

2.7.3 Digestion y lectura de metales pesados por Absorcion atdmica
Todas las muestras de Entodon serrulatus y Ricciocarpus natans se molieron en un triturador
mecanico previamente hasta obtener un polvo fino que se tamizé en una malla 200 (74

micras). Para la digestion de las muestras, se pesaron por separado cerca de 0.25 g de muestra,
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a cada una se le agregaron 2 mL de agua UP, 5 mL de acido nitrico (HNO3) y 1 mL de &cido

fluorhidrico (HF), estos dos ultimos grados instra.

La digestion se llevo a cabo en un horno de microondas Mars X XM3047, se ejecuto el
método de digestion “Musgo OMNI —XP 1500” el cual consiste en tres etapas, la primera
alcanza una temperatura de 200°C y una presion de 240 psi durante 30 min. La segunda
consiste en adicionar 15 ml de H3sBOsz al 4% con el fin de neutralizar el HF, se alcanza una
temperatura de 170°C por 20 min y la Gltima etapa es el enfriamiento por 15 minutos. Las
muestras digeridas se decantaron en envases de polietileno y se mantuvieron en refrigeracion

hasta su analisis.

La cuantificacion de los metales se realizé en un espectrofotometro de Absorcion Atémica
(Thermo Scientific GFS), utilizando lamparas de catodo hueco para cada metal. EI Pb se
determino a una longitud de onda de 217 nm, el Cd 228.8 nm, el Cr a 357.9 nm y el Fe a
248.3 nm. Para cada metal se obtuvo de manera previa una curva de calibracion, en cada una
de ellas se utiliz6 un rango de concentracion por encima del limite de deteccion del equipo

correspondiente a cada metal.

Los limites de cuantificacion fueron: Cd = 0.10 mg/L, Pb =0.20 mg/L, Cr=0.15 mg/L y Fe
= 4.0 mg/L. Se utilizaron curvas de calibracion para cada metal en la cuantificacion de las
muestras de musgo. Para el control de calidad de los andlisis, se incluy6 el material de
referencia certificado IAEA-336 liquen bajo las mismas condiciones que las muestras. Los
resultados del andlisis del material de referencia IAEA-336 liquen mediante absorcién

atomica mostraron porcentajes de recuperacion de 91.8% para Cd, 94.7% para Cr, 90.1%
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para Pb y 109.5% para Fe, lo que indica que la técnica es confiable para los analisis de las

bolsas de musgo realizados en este trabajo.

2.8 Enriquecimiento neto (NE)

La acumulacion los metales en Ricciocarpus natans y Entodon serrulatus se calculé como el
enriquecimiento neto, el cual se expresa como la diferencia entre la concentracion al final del
periodo de exposicion y la concentracion inicial en el musgo que corresponde a las muestras

blanco (Garcia-Seoane et al., 2023).

2.9 Factor de enriquecimiento (EFs)

El factor de enriquecimiento se calculé para evaluar la contribucién antropogénica al
contenido de metales en Ricciocarpus natans y Entodon serrulatus. El factor de
enriquecimiento se obtuvo utilizando el Fe como metal de referencia deacuerdo a lo

propuesto por Printarakul y Meeinkuirt et al., (2022):

Cmoss/ Rmoss

Csoil/ Rsoil

Donde C es la concentracion del elemento y R es la concentracion del elemento de referencia
(en este caso Fe) en el musgo y el suelo. Los factores de enriquecimiento < 2 indican que no
hay enriquecimiento del elemento en los musgos y que el elemento proviene del suelo
(conservador); los factores de enriquecimiento entre 3 y 5 se consideran ligeramente

enriquecidos; los factores de enriquecimiento entre 6 y 9 se consideran moderadamente
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enriquecidos; y los factores de enriquecimiento > 10 se consideran altamente enriquecidos

(Zarazua-Ortega et al., 2013).

2.10 Factor relativo de acumulacion (RAFs)

El factor relativo de acumulacion se calculé para evaluar la acumulacion de metales en
Ricciocarpus natans y Entodon serrulatus. Este factor se determind mediante la ecuacion
propuesta por Vukovic¢ et al. (2015) partiendo del contenido de cada metal, una vez que cada
especie de estudio estuvo expuesta (Cexpuesto), restado y dividido por el contenido del metal

antes de la exposicion (Ciniciar) de cada especie (blanco).

RAF = (Cexpuesto - Cinicial)

Cinicial

2.11 Andlisis estadistico de los datos.

Se calcularon la media, la desviacion estandar y los intervalos de confianza para todos los
datos. Se utilizaron las pruebas de Ryan Joiner y Shapiro-Wilk para determinar la normalidad
de los datos y se usaron correlaciones de Pearson para explorar posibles asociaciones entre
los metales en musgos y hepaticas, asi como entre los metales y PM1o y PM2 s para los dos
periodos de exposicion. Se empled la prueba t de muestras emparejadas para determinar la
presencia de diferencias estadisticamente significativas entre los dos periodos de exposicion
en R. natans y E. serrulatus. Ademas, se utiliz6 la prueba t de dos muestras para evaluar la
presencia de diferencias estadisticamente significativas entre las dos especies estudiadas. Se

realiz6 un analisis multivariado y un analisis de componentes principales (PCA) para
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identificar las variables mas importantes que contribuyen a la variabilidad de los datos. Las
pruebas estadisticas se realizaron utilizando Minitab® 21.4.1. Todas las pruebas estadisticas

se realizaron con un nivel de confianza del 95%.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Desarrollo del medio de cultivo para Ricciocarpus natans

3.2.1 Medio de cultivo A

Las briofitas colectadas en el muestreo se expusieron al medio de cultivo A, después de este
tiempo se tornaron de un color blanco-rojizo (Figura 12), lo que indica que las hepaticas no
respondieron a las condiciones de cultivo simuladas, por lo tanto, el primer lote del muestreo
se perdio y se procedio a un segundo muestreo. Lorenzen et al., 1981 reporta que la pérdida
de color en condiciones de laboratorio se debe a una falta de nitrogeno en la solucion

nutritiva, por lo que se sugiere aumentar la cantidad de nitrato utilizado.

, B W
Figura 12 Ricciocarpus natans expuesta al medio de cultivo

3.2.2 Medio de cultivo B

El tiempo de exposicidn de las hepaticas en este medio de cultivo fue de 14 dias, en los que

no se observaron cambios significativos en la hepética, sin embargo, a partir de los 15 dias
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las muestras Ricciocarpus se precipitaron al fondo del matraz, por lo que tampoco fue posible

lograr su reproduccién en el medio de cultivo B.

Figura 13 Briofitas precipitadas al fondo
del matraz

3.2.3 Medio de cultivo C

En la Figura 14 se observa que después de 8 dias de iniciar el cultivo, el nimero de briofitas
se duplico, como se puede observar las especies en crecimiento conservaron su color verde,
algunas su tamafio y se apreciaban los nuevos brotes, cabe mencionar que la tierra se asento

al fondo del contenedor durante este periodo de tiempo.
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A los 21 dias de exposicion de la briofita, se puede observar que las briofitas mantienen su
color verde y tamafio, asi como se sigue contabilizando un aumento de la poblacién de la
especie. Para este dia se contaron aproximadamente 44 briofitas, es decir 34 mas de las
colocadas al inicio. Para asegurar la reproduccion de las briofitas, se acondiciond un
contenedor mas grande en el que se adicionaron 2 litros méas de agua y 100 g de tierra de
monte, trasplantando las briofitas que se tenian hasta el momento. Durante un periodo de dos
meses se observo que el nimero de briofitas mantuvo un crecimiento constante, sin embargo,
la reproduccion requeria una inversion de tiempo grande, por lo que se optd por utilizar las
muestras colectadas para realizar la exposicion en las estaciones de monitoreo. EI medio de
cultivo C propuesto en este trabajo tuvo resultados favorables para aumentar la poblacién de

Ricciocarpus natans, esto se debe a la presencia de P, Al, K, Na, Mg, S, N, Ca (Vazquez et
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al., 2012), que son los componentes basicos necesarios del suelo y que en el caso del medio

de cultivo C favorecen al crecimiento de la especie.

3.2.3.1 Densidad poblacional

A partir del uso del medio de cultivo C, se calculo la densidad poblacional de Ricciocarpus
natans para comprobar el aumento en el nimero de individuos. El cultivo 1 corresponde a 2
litros, a partir del 2, los cultivos se hicieron por duplicado, por lo tanto, los cultivos 2 y 3

corresponden a 7 litros y los cultivos 4 y 5 corresponden a 44 litros.

De manera general se puede observar en la Figura 15 que la poblacién a partir de los 8 dias
y hasta los 62 aumentd de manera constante y a partir de este dia empieza el decrecimiento
de la especie, asimismo al aumentar el volumen 6 veces la poblacion se ve afectada ya que a

mayor volumen de agua aumenta su velocidad de crecimiento.

Por otro lado, se observa que el cultivo 2 y 3 alcanzan su maximo a los 62 dias. En los cultivos
1y 3, se observa que a partir de los 26 dias el crecimiento alcanza una meseta aparente y
vuelve a crecer a partir de los 35 dias alcanzando su maximo ndmero de especies a los 62
dias. Se confirma que el medio de cultivo C es adecuado para la reproduccion de la especie
Ricciocarpus natans y que el volumen afecta la reproduccion de la especie bajo condiciones
controladas, por lo tanto, para trabajos posteriores si se desea reproducir esta especie, se
recomienda comenzar con un volumen de agua de su habitat pequefio e ir aumentando hasta
obtener una reproduccién maxima de la especie sin que ello implique utilizar grandes
volimenes de agua. En este sentido, estos experimentos comprueban que es posible

reproducir Ricciocarpus natans en condiciones controladas de laboratorio.
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Figura 15 Densidad poblacional de Ricciocarpus natans cultivada en el medio de cultivo C

3.2 Caracterizacion por espectofotometria FTIR

En la Figura 16 se presenta el FTIR correspondiente a Ricciocarpus natans antes (blanco) y
después de 6 meses de exposicién, asi como la muestra expuesta en el medio de cultivo C.
Los valores obtenidos en una muestra fueron los siguientes: vibracion ubicada en 3279 cm™
corresponde al grupo OH (estiramiento simétrico) del agua presente en la hepatica. La banda
presente en 2913 cm™ corresponde a C-H (estiramiento) de polisacaridos, lipidos e hidratos
de carbono, mientras que en 2857 cm™ se encuentran los enlaces C-H de la region lipidica.

La vibracion ubicada en 2160 cm™ corresponde al enlace C=C (estiramiento), la banda
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ubicada en 1603 cm™* muestra el estiramiento C=0 que corresponde a los lipidos, la vibracion
ubicada a 1395 cm™ corresponde al estiramiento C-N de la amida, en 1047 cm™ se puede
identificar una sefial de C-O-C (estiramiento) de los oligosacaridos, glicoproteinas,
carbohidratos y celulosa, finalmente el pico a 598 cm™ corresponde a la absorbancia de
hidratos de carbono de bajo peso molecular (Swistowski et al., 2022; Al-Roos et al., 2019).
Los lipidos y proteinas son los grupos que se observan con mayor facilidad porque la mayoria
de las bandas estan asociadas a ellos. También se puede apreciar que las bandas
correspondientes al agua, a los lipidos, hidratos de carbono, amidas, oligosacaridos,
glicoproteinas, carbohidratos y celulosa cambiaron de intensidad lo que indica que el tiempo
que durd la muestra en la estacion de monitoreo produce cambios entre la muestra blanco
(sin exponer) y la expuesta, debido a la interaccion de la hepéatica con el medio ambiente

(particulas en el aire, metales, smog, etc.).
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Figura 16 FTIR de Ricciocarpus natans antes, después y en el
medio de cultivo
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La Figura 17 corresponde al FTIR del musgo Entodon serrulatus antes y después de 6 meses
de exposicion. La banda presente en 3299 cm corresponde al grupo OH (estiramiento
simétrico) del agua del musgo. La banda ubicada en 2916 cm™ corresponde a las vibraciones
del estiramiento de C-H de los polisacaridos, lipidos e hidratos de carbono, mientras que en
la banda ubicada en 2158 cm™ se encuentran las vibraciones de los enlaces C=C (stretching),
la vibracion a 1628 cm™ se atribuye a las amidas (N-H bond), mientras que la banda en 1031
cm puede atribuirse al estiramiento de C-O de oligosacaridos, glicoproteinas y celulosa

(Swistowski et al., 2022; Al-Roos et al., 2019).

El tiempo de exposicion produce cambios entre la muestra expuesta y el blanco, ya que se
puede apreciar un cambio de intensidad en las bandas que corresponden al grupo OH (3299

cm™) y de las amidas (1628 cm™).

Entodon serrulatus —— Expuesta
— Blanco
\».v"\,-'\‘ - I.‘r‘“-.'._f |
e | 2158 \
./ 2916 AT
3299 o '
© 1628 \/
.6 I‘
c
S
£
12}
c
]
=

) | . I L4 ] Y 1 v | | ] 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 17 FTIR de Entodon serrulatus antes y después de la exposicién



Los espectros de FTIR muestran que las bandas que sufren cambios antes y después de la
exposicion son los correspondientes al grupo OH del agua (3299 cm™y 3279 cm
respectivamente), sin embargo, el comportamiento de la hepatica y del musgo fue diferente,
Ricciocarpus natans al ser expuesta pierde agua y Entodon aumenta su cantidad de agua.
Esta pérdida de agua se asocia a que, los resultados de microscopia electronica muestran que
Ricciocarpus natans que la desvitalizacion de esta especie genero residuos pequefios de la
pared celular (Figura 25), mientras que, la desvitalizacion de Entodon muestra que la pared
celular queda menos destruida (Figura 19), lo que se interpreta en este trabajo como un reflejo
de la capacidad de ambas especies para retener agua, es decir, la pared celular de
Ricciocarpus al encontrarse mas destruida adsorbe y libera con facilidad agua del ambiente,
mientras que, la pared celular de Entodon al estar menos destruida adsorbe y retiene una
mayor cantidad de agua ambiental. Otra de las bandas que se modifica después de su
exposicion es la correspondiente al estiramiento del enlace de C=0 de los lipidos en 1603

cm?y 1628 cm™ respctivamente.

La disminucion observada en la intensidad de los picos OH/NH puede indicar que estas
moléculas tienen interaccion con los metales Cd, Cr y Pb detectados. De acuerdo a la
literatura (Swistowski et al., 2022) la pared celular tanto de musgos como de hepaticas
presentan grupos funcionales OH en la superficie, y en conjunto con las amidas pueden
mostrar un proceso de adsorcion de iones metalicos. Los cationes metalicos pueden unirse a
la capa superficial mediante intercambio cationico. Como ya se mencion0 antes, las paredes
celulares del musgo y de la hepatica estan compuestas de varias sustancias, entre las que se

incluyen oligosacaridos, glicoproteinas, carbohidratos y celulosa, todas ellas pueden estar
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involucradas en la adsorcion de metales. Por lo tanto, segun el analisis FTIR, las capas
superficiales del musgo y de la hepatica serian las responsables de la adsorcién de metales

(Swistowski et al., 2022).

3.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

En la Figura 18 se muestra el TGA de Ricciocarpus natans antes y después de la exposicion
en las estaciones de monitoreo. De manera general se puede observar que el comportamiento
térmico de ambas curvas es similar, solo presentan una pérdida de peso a una temperatura

cercana.

La primera etapa a una temperatura de 100°C, en ambas muestras, corresponde a la
evaporacion del agua ligada o de la humedad higroscépica, este comportamiento es mas
notorio en Ricciocarpus expuesto que pierde un 8.154% mientras que el blanco solo pierde
7.362%. La segunda etapa a una temperatura de 200 °C a 400°C corresponde a la degradacion
de la celulosa y de la hemicelulosa, se observa que esta perdida sucede a una temperatura
ligeramente mayor en Ricciocarpus expuesto perdiendo un 34.329% mientras que el blanco
perdio 32.683% (Morales-Quintana et al., 2022). La tercera region se observa a 400°C
aproximadamente una pérdida de peso muy suave que se asocia a la descomposicion de
compuestos aromaticos de la lignina y acidos humicos (Al-Roos et al., 2019). La diferencia
entre las temperaturas de degradacion se debe a una descomposicion mas rapida de la
celulosa y hemicelulosa durante el tratamiento térmico de las muestras, se observa que a
100°C se degrada primero la muestra de Ricciocarpus natans expuesta, mientras que a 200 y

400°C se descompone primero la muestra blanco de Ricciocarpus, lo que implica que la
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descomposicion de la celulosa y hemicelulosa no se puede asociar a la exposicion de la

muestra.

Ricciocarpus natans pertenece a la familia de las hepaticas 0 Marchantiophyta, una de sus
caracteristicas es que estas plantas no controlan la perdida de agua, solo toman a través de
sus tallos laminares la cantidad de agua que necesitan para completar su ciclo de vida
(Bischler y Jovet-Ast 1981), estas caracteristicas morfoldgicas explican las pérdidas de agua
de esta especie observadas tanto por FTIR como por TG. Con el comportamiento térmico
observado se asume que la morfologia de la hepatica puede favorecer tanto la pérdida de agua
como la descomposicion de la celulosa y hemicelulosa. Por otro lado, se observa que el
tiempo de exposicién no influye en la velocidad de descomposicion de las muestras, ya que,
a una mayor degradacion de la muestra se observa tanto para la muestra expuesta (200 y
400°C) con un residuo menor, como para la muestra blanco (100°C). Un comportamiento
similar se observé en los resultados de la espectofotometria IR en los que para la muestra
Ricciocarpus expuesto no se detecto la vibracion asociada a los grupos OH derivados de las
moléculas de agua. Es importante mencionar que en Ricciocarpus expuesto se detecto la
presencia de Cd, Cr, Pb y Fe, los cuales pueden estar formando enlaces con los grupos OH,

lo que dificulta su deteccidn tanto por FTIR como por TG.
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Figura 18 TGA de Ricciocarpus natans antes y despues de 6 meses de

exposicion
En la Figura 19 se muestra el TGA de Entodon serrulatus antes y después de la exposicion
en las estaciones de monitoreo. De manera general se observa que el comportamiento térmico
de ambas curvas es similar, solo presentan una pérdida de peso a una temperatura cercana.
De acuerdo con los resultados obtenidos por espectofotometria IR en los que se observo que
la muestra de Entodon expuesta presentd una vibracion correspondiente a los grupos OH
asociados al agua, lo que indicé que esta especie absorbié agua durante su tiempo de
exposicion. Este resultado se confirma con el analisis TG, en el que se muestra que la primera

etapa a una temperatura de 100°C corresponde a la evaporacion del agua ligada o de la
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humedad higroscopica, siendo la muestra Entodon expuesta la que presenta una primera
perdida que corresponde a 5.10% en peso correspondiente al agua absorbida, esta pérdida no
se observa en la muestra Entodon blanco. Sin embargo, esta variacion de agua continua en
ambas muestras observandose que la muestra Entodon blanco pierde 20.12% y Entodon
expuesto alcanza una pérdida de hasta 41.080% que se suma a la primera perdida
mencionada, esto concuerda con lo observado para la muestra Ricciocarpus en donde la
descomposicion simultanea de la celulosa y hemicelulosa conduce a una pérdida de peso mas
rapida en la muestra Entodon expuesta. La segunda etapa sucede a una temperatura de 200
°C a 400°C y corresponde a la degradacion de la celulosa y de la hemicelulosa, que para la
muestra Entodon expuesta la perdida sigue siendo mayor con 11.45%, que para Entodon
blanco con 9.94%. La tercera region a mas de 400°C corresponde a los residuos de la pared
celular del Entodon y a la descomposicion de compuestos aromaticos de la lignina y &cidos
himicos (Morales-Quintana et al., 2022; Al-Roos et al., 2019) alcanzando un residuo menor

para el Entodon expuesto.

El tiempo de exposicion para el Entodon mostro que esta especie absorbe una mayor cantidad
de agua que la especie Ricciocarpus, sin embargo, en ambas especies se infiere que la
presencia de metales, particulas suspendidas del aire y el smog pueden afectar el
comportamiento térmico de las especies, ya que las curvas que corresponden a las muestras
expuestas se descomponen mas rapido que las muestras blanco, lo que indicaria la presencia
de Cd, Cr, Pb y Fe, los cuales pueden estar formando enlaces con los grupos OH, y ademas
pueden influir en la degradacion de la celulosa y hemicelulosa que puede suceder a

temperaturas mas bajas. Salvo esta diferencia en temperatura el comportamiento térmico
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general de las muestras de Ricciocarpus y Entodon expuestas y blancos no muestran

diferencias significativas en las curvas correspondientes a cada material.
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3.4 Caracterizacion por microscopia electrénica de barrido (SEM)
3.4.1 Entodon serrulatus

De acuerdo con la literatura las especies de Entodon tienen en comdn que los esporangios o
capsulas del musgo suelen ser erectos, simétricos y cilindricos, de paredes finas rectas o
ligeramente torcidas lo cual coincide con la morfologia observada para esta especie (Zhu et
al., 2010). En otra referencia (Renliang, 1983)., se menciona que los tallos de Entodon son
ocasionalmente ascendentes con ramificado irregular y ramas relativamente cortas, de

paredes pequefias y gruesas, y a medida que se acercan al tejido central, estas paredes se
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hacen cada vez mas finas. Las hojas en el tallo y las ramas no se diferencian ya que se
encuentran apifiadas o hacinadas entre si, las células superiores del Entodon forman lineas y
pueden ser o no flexuosas, pueden ser cuadradas o subcuadradas (méas largas que anchas) y
son con frecuencia porosas (Renliang, 1983). En la Figura 19 se presentan los resultados de
la microscopia electronica de barrido, realizada a la muestra blanco de Entodon serrulatus,
antes de su exposicion en las estaciones de monitoreo. Se observa que, la morfologia
corresponde a una formacion cilindrica regular ascendente en la que se aprecia el
desprendimiento de laminas delgadas, tal como se describe en la literatura para las muestras
de Entodon, en las que las paredes se hacen mas delgadas en la parte central del cuerpo de la
especie, es decir, durante el proceso de molienda puede quedar al descubierto el centro de la
planta que se homogeniza con el resto del musgo, , con lo que se describe antes, se puede
decir que estariamos viendo un tallo de Entodon que no tiene particulas adheridas en la
superficie. La espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) mostré que la hoja del
musgo terrestre esta compuesta de: C (54.45%), O (43.12%), lo que confirma que es un
material organico y que antes de la exposicion esta libre de metales pesados. El Si (0.40%)
es el componente principal del suelo por lo tanto es un elemento que es comun encontrar en
muestras que han estado en contacto con el suelo, este silicio sugiere la presencia de silicatos
que son dificiles de eliminar con los lavados, no obstante, no suele intervenir en los procesos
de aplicacion del musgo, mientras que el K (1.03%) y Ca (0.20%) son otros compuestos

comunes del suelo.

60



Figura 19 Entodon serrulatus, antes de su
exposicion en las estaciones de monitoreo.

En la Figura 20 se observaron particulas brillantes sobre la superficie de las capsulas de
Entodon, por lo que se analizaron para confirmar su composicion. Los resultados del analisis
se presentan en la Tabla 2, se observa que se mantiene la composicion de la muestra blanco
con excepcion de la presencia de aluminio, potasio y silicio que puede estar asociado a la
presencia de aluminosilicatos de sodio o potasio, y el calcio puede estar asociado a la emision
de hidrocarburos refinados como la gasolina, la deteccion de estas concentraciones es
importante porque demuestran la capacidad de Entodon serrulatus para para capturar metales
con propiedades magnéticas producidos por el trafico pesado circundante en los puntos de

muestreo (Varela et al., 2023).

Tabla 2 Micrografia de barrido de Entodon serrulatus sin exposicion a contaminantes
atmosféricos

Elemento %
46.04
0 46.44
Al 0.53
Si 4.71
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K 1.52

Ca 0.76

Figura 20 particulas brillantes sobre la superficie de las capsulas

La muestra de Entodon se sometié a molienda y el sélido resultante se homogenizo antes de
su exposicion. Se observa que esta morfologia es completamente diferente a la de la Figura
20, se aprecian formas irregulares y desordenadas que pueden corresponder a las paredes
gruesas o delgadas presentes en el Entodon, o bien a las células, esporangios o capsulas, que
son algunas de las partes del Entodon, asimismo, existen algunas particulas adheridas a la
superficie y la presencia de algunos restos de la pared de celular con morfologia de poros
que, como Yya se describi6 arriba, corresponden a las células del Entodon. Las particulas
superficiales no tienen ni tamafio, ni formas definidas, aunque por su diferencia en escala de
grises, se asume que su composicion es por completo diferente al resto de la muestra. De
acuerdo con Zhu et al. (2010), el filamento central de la especie Emtodon esta ligeramente
desarrollado y se compone de varias células que a veces se desintegran en los tallos méas
viejos dejando un cilindro hueco. La falta de una morfologia definida en la Figura 21 puede
deberse a que la muestra corresponde a un tallo como el que se describe en la referencia. La

espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) mostr6 que la composicion del tallo
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es: C (46.07%), O (44.30%), Al (2.24%), Si (4.72%) y Ca (1.20%), confirmando el resultado
obtenido en las hojas y corresponden a una muestra organica, sin la presencia de metales

pesados y como ya se menciond antes, la presencia de algunos silicatos o aluminosilicatos.

J

SEI  20kV WD11mm x4,000 Spm
IT Toluca

Figura 21 Tallo blanco de Entodon serrulatus

De acuerdo, a las observaciones realizadas a la micrografia, se eligio una particula esponjosa
que se analiz6 como parte de la superficie de la muestra y sus resultados se indican en la
Tabla 3. El analisis muestra que la composicién sigue siendo la de un compuesto orgéanico,
ahora con la presencia de Na 'y Mg, el sodio se asocia a la presencia de aluminosilicatos de
sodio, mientras que el magnesio se asocia a particulas de emision atmosférica provenientes
de procesos de manufactura, por otro lado, ambos son iones caracteristicos de las muestras

de suelo.
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El Entodon se obtuvo de arboles ubicados en San Jerénimo Acazulco, esta zona no se
encuentra cerca de fuentes antropogénicas que se asocien a la generacion de metales pesados,
este es el motivo por el que no se detectaron muestras de metales en la especie Entodon

analizada.

Tabla 3 Micrografia de barrido del tallo de Entodon serrulatus sin exposicion a
contaminantes atmosféricos

Elemento %
44.14
O 45.09
Al 1.36
Si 7.44
K 0.29
Ca 0.97
Fe 0.72
Na -
Mg -

Los resultados del Entodon expuesto en las estaciones de monitoreo se presentan en la Figura
22. De nueva cuenta, se observa que la morfologia corresponde a formas capsulares, erectas,
simétricas y cilindricas caracteristicas de la especie Entodon. Después de la exposicion de la

especie, existe una mayor cantidad de particulas adheridas a la superficie, este resultado
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muestra que la especie Entodon resiste hasta 6 meses de exposicion al medio ambiente sin
que sufra cambios importantes en su morfologia. Respecto a los resultados correspondientes
a la composicion general: C (53.92%), O (43.52%) y Zn (2.56%), por un lado, se confirma
la composicion organica de la muestra y por otro se destaca la presencia del Zinc, lo que
indica que después de la exposicion esta especie pudo capturar algunos metales pesados
provenientes de las industrias localizadas cerca del lugar de muestreo. Asimismo, el C, O,
Si, Al y Ca se relacionan también con aditivos generados durante la combustién en motores

disel.

SEI 20KV WD11mm x1,400 10pm  —
IT Toluca

Figura 22 Hoja expuesta de Entodon serrulatus

Al igual que para el analisis de la muestra antes de exponerla, para esta muestra se realizo el
analisis de particulas superficiales. Los resultados se muestran en la Tabla 4 y se observa que
se mantuvieron las caracteristicas de la muestra, es decir, se confirma la pared organicay la
presencia de un metal pesado que fue capturado por la especie durante su exposicion (Zn).
Como ya se menciono antes, los elementos detectados C, O, Al, Si, Ca 'y Zn se asocian a la

presencia de aluminosilicatos, a productos de combustién como gasolina o Diesel y/o
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procesos de manufactura en la industria. Los resultados para los metales de interés se

realizardn mediante absorcidn atomica que es una técnica de analisis cuantitativa.

Tabla 4 Micrografia de barrido de la hoja expuesta de Entodon serrulatus

Elemento %
C 52.78
O 42.41
Al 0.69
Si 0.93
Ca 0.59
Zn 2.60

Al igual que para el blanco, se eligio otra parte de la muestra a simple vista diferente a la
primera. La morfologia presenta un cambio importante, es decir, ya no se observan las formas
cilindricas y homogéneas que se observaron en las muestras de Entodon y que es una

caracteristica comun en la especie, este cambio en la morfologia se asocia a la molienda y
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exposicion de la muestra, en la que ambos procesos pudieron afectar las formas observadas
en las muestras anteriores. La falta una morfologia definida se asocia a la pérdida de las
paredes gruesas y delgadas del musgo, las cuales dieron lugar a una morfologia tipo panal y
al igual que en las muestras anteriores, se observa una buena cantidad de particulas adheridas
sobre la superficie (Figura 23). Algunas formas tubulares o cilindricas remanentes se
observan en la Figura 23, sin embargo, la morfologia principal es a de panal. Con relacién a
los resultados obtenidas del microanalisis: C (43.60%), O (54.19%), Si (0.58%) y Ca
(1.62%), la naturaleza organica de la muestra no cambia, se continda confirmando la falta de
metales pesados en el analisis. Como ya se mencion0 estos elementos se deben a la presencia
de aluminosilicatos, particulas provenientes de procesos de manufactura y combustion de

hidrocarburos.

SEl  20kV WD11mm
IT Toluca

Figura 23 Tallo expuesto de Entodon serrulatus
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3.4.2 Ricciocarpus natans

En la Figura 24 se presentan los resultados de la microscopia electronica de barrido realizada
a la muestra blanco de Ricciocarpus natans, la morfologia observada no es homogénea. Por
un lado, se presentan algunas particulas que se asemejan a vainas, CUerpos que se asocian a
la presencia de diatomeas (Loza et al., 2011) y, por ultimo, la superficie parece que se
conforma de algunas formas, sin orden, semejantes a listones. No se observa una superficie
lisa ni se conserva la estructura en forma de poros que se reportd para la especie Entodon. La
espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) mostrd que el anélisis de Ricciocarpus
natans arroja que la muestra estd compuesta de C (49.85%), O (42.28%), Cl (0.58%), K
(1.16%) y Ca (1.14%), lo que confirma la presencia de un material organico y libre de metales
pesados antes de su exposicion. La presencia de Si (4.14%) corresponde a la pared celular de
las diatomeas, ya que estd compuesta de silice amorfa nanoestructurada (SiO2) (Heredia et

al., 2008).

SEI  20kV WD11mm
IT Toluca

Figura 24 Muestra blanco de Ricciocarpus natans
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La exposicion de la muestra de Ricciocarpus natans durante 6 meses, muestra que este
tiempo fue suficiente para cambiar por completo la morfologia de la muestra debido a su
exposicion a condiciones ambientales. Las formas que se observan son homogéneas en
cuanto a que no hay una forma definida, no obstante, la superficie es por completo diferente
a la muestra antes de ser expuesta, por ejemplo, no es posible observar la presencia de
diatomeas sobre la superficie (Figura 25). EI cambio morfoldgico se debe a que la muestra
se expuso al sol, al viento y a los factores ambientales propios del sitio de muestreo. Referente
al analisis semi cuantitativo de la muestra, se obtuvieron: C (49.04%), O (45.17%), Al
(0.36%), Si (4.16%), K (0.25%), Ca (0.52%) y Mn (1.99%). Es importante destacar que la
muestra mantuvo su caracter organico, sin embargo, se detect6 la presencia de Mn que es
catalogado como un metal pesado, por lo que la exposicién de Ricciocarpus natans dio como

resultado la posible captura de metales pesados en la estructura de la especie.

&‘cm
N .‘.‘\,/' .‘.\\ U
5 -“’\‘Q L g t’ '

SElI  20kV WD10mm x1,000 10um Ea—
IT Toluca

Figura 25 Muestra expuesta de Ricciocarpus natans
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Cabe sefalar que la especie Ricciocarpus logré reproducirse en condiciones de laboratorio,
utilizando el medio de cultivo C. Se realiz6 un analisis morfologico de estas muestras y se
observo que, al igual que la muestra blanco, la superficie de esta hepatica no presenta una
forma homogénea, se observa la presencia de panales que parecen destruidos, a diferencia de
la muestra blanco, aqui las vainas expuestas tienen una forma mas ovalada y, al igual que en
la muestra blanco, se detecta la presencia de diatomeas. Los resultados que corresponden al
microanalisis para la Figura 26 a fueron: C (42.41%), O (47.56%), Na (1.24%), Mg (2.44%),
lo que confirma que es un material organico, igual que el blanco, y la presencia del Si (1.19%)
se asocia a las diatomeas observadas. Asimismo, en esta muestra se registran resultados para
el S (2.60%) y K (0.69%), los cuales estan asociados a la composicion del suelo, que es uno

de los compuestos que se adicionaron al medio de cultivo C.

En cuanto al analisis de composicion para la morfologia observada en la Figura 26 b, los
resultados fueron: C (51.91%), O (41.55%), Na (0.73%), Mg (1.23%), Si (1.10%), S (1.27%),
Cl (0.31%), K (0.53%), lo que confirma la naturaleza organica de la muestra. Sin embargo,
se realizd un analisis puntual de las vainas y los resultados muestran: C (22.50%), O
(42.02%), Mg (2.23%), S (5.31%), K (0.92%), Ca (12.31%), Mn (0.58%), Zn (1.92%) y Ba
(12.21%). Cabe destacar que esta muestra no fue expuesta en sitio, sin embargo, se detectan
los mismos compuestos mencionados en las muestras anteriores, entre los que estan los
aluminosilicatos, silicatos y particulas derivadas de otras actividades antropogénicas, de las

que se deriva la presencia de Zn y Ba.
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SE) 20KV WD 10mm x1.000 10pm ST 20V WD Gmm
IT Toluca IT Toluca

Figura 26 Muestra de Ricciocarpus natans en el medio de cultivo ¢

El cromo se asocia a las actividades industriales cercanas a los puntos de muestreo, enfocadas
en su mayoria a prevenir los procesos de oxidacién en materiales metalicos, y al trafico
vehicular y ferroviario por la combustion de los motores Diesel y de gasolina. EI plomo se
relaciona con las emisiones debidas a la combustion de hidrocarburos, de las que destaca la
combustion de motores a gasolina y el funcionamiento de estaciones eléctricas muy viejas,
las cuales emiten particulas al medio ambiente. EI cadmio puede asociarse a las actividades
antropogénicas que ya se mencionaron. Y finalmente, el hierro proviene de actividades de
manufactura y manipulacion de acero, ademas de las emisiones de la combustion de

hidrocarburos (Gallego-Cartagena et al., 2021)

3.5 Caracterizacion del contenido elemental en muestras de musgo.

Las Tablas 5y 6 muestran los enriquecimientos netos obtenidos de las bolsas de musgo de
R. natans y E. serrulatus en los dos periodos de exposicion y en los 9 sitios de monitoreo.
En ambos casos, el Pb presenta el mayor enriquecimiento neto promedio con 41.16 y 37.51

mg Kg? para la hepatica acuatica y 69.86 y 67.03 mg Kg™* para el musgo en el primer y
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segundo periodo de exposicion, respectivamente, seguido por Cr con 4.87 y 11.03 mg Kg*
para la hepética acuéatica y 9.67 y 17.53 mg Kg* para el musgo durante el primer y segundo
periodo de exposicion, respectivamente, y finalmente Cd con 0.81 y 0.99 mg Kg™ para la
hepatica acuéatica y 0.52 y 0.83 mg Kg* para el musgo en el primer y segundo periodo de
exposicion, respectivamente. En cuanto a los sitios de monitoreo en las bolsas de musgo de
R. natans presentan el siguiente enriquecimiento neto promedio: 5-SM (40.98 y 29.35 mg
Kg?) > 3-ME (20.44 y 36.38 mg Kgl) > 8-XO (33.97 y 14.45 mg Kgl) > 7-SC (12.23 y
15.00 mg Kg?) > 1-OX (9.88 'y 15.65 mg Kg!) > 4-CE (7.82 y 13.82 mg Kg!) > 2-TC (6.79
y 13.36 mg Kg?) > 9-CA (6.36 y 5.68 mg Kg?) > 6-AJ (2.03 y 4.89 mg Kg™?), donde el
primer dato corresponde al primer periodo de exposicion y el segundo dato al segundo
periodo de exposicion, dentro del paréntesis. Asimismo, los mayores enriquecimientos netos
de Cd se presentan en el sitio 2-TC (2.58 y 2.29 mg Kg™), de Cr en el sitio 5-SM (8.29 y
13.74 mg Kgl) y de Pb en el sitio 5-SM (114.3 y 73.44 mg Kg1) durante el primer y segundo
periodo de exposicidn, respectivamente. Ademas, es importante destacar que, aunque el Fe
fue analizado para ser utilizado como elemento de referencia, los valores més altos también
se presentan en el sitio 5-SM con valores de 13,397 y 10,340 mg Kg? para el primer y

segundo periodo de exposicidn, respectivamente.

Por otro lado, los sitios de monitoreo de las bolsas de musgo de E. serrulatus presentaron el
siguiente orden de enriquecimiento neto promedio: 1-OX (15.10 y 70.12 mg Kg?) > 7-SC
(47.73 y 24.91 mg Kg'h) > 5-SM (53.66 y 13.44 mg Kg%) > 3-ME (38.68 y 26.16 mg Kg™)
> 8-XO (36.03y 28.06 mg Kg) > 4-CE (12.17 y 26.54 mg Kg1) > 9-CA (15.07 y 18.77 mg
Kg?)>6-AJ(9.36y 23.51 mg Kg?) >2-TC (12.38 y 20.25 mg Kg™2). Asimismo, los mayores

enriquecimientos netos de Cd se presentan en los sitios 4-CE y 1-OX (1.26 y 1.02 mg Kg*
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en el segundo periodo de exposicidn, respectivamente), de Cr en los sitios 1-OX y 8-XO
(26.43 y 21.09 mg Kg) durante el segundo periodo de exposicion, respectivamente y de Pb
en los sitios 1-OX y 5-SM (182.9 y 149.0 mg Kg™) durante el segundo y primer periodo de
exposicion, respectivamente. Ademas, los valores mas altos de Fe también se presentan en
los sitios 6-AJ y 5-SM con valores de 7,192 y 6,631 mg Kg* para el segundo periodo de
exposicion. Durante los dos periodos de 6 meses de exposicion de las bolsas de musgo, los
incrementos netos promedio de Cd, Cr, Pb y Fe en el hepatico acuatico R. natans y el musgo
terrestre E. serrulatus estuvieron en el rango de otros sitios urbanos (Vukovi¢ et al., 2016;
Gallego-Cartagena et al., 2021; Mao et al., 2022) y fueron similares a los obtenidos con el

musgo L. angustata en la misma area de estudio (Macedo-Miranda et al; 2016).
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Tabla 5 Enriquecimientos netos obtenidos para las bolsas de musgo de R. natans en los dos periodos de

exposicion. Concentraciones en mg kg™ p.s., + desviaciones estandar.

Sitio Cd Cr Pb Fe Fromedo
1> 2* i 2 i 2+ i 2+

1. OX 0.50 £ 0.09 4.93 + 0.86 2422 +5.61 2,891 + 615 9.88
’ 0.74 £ 0.06 11.90 £ 2.30 34.30+7.35 1,527 £125 15.65
2 TC 2.58 +0.41 4.09+1.01 13.70 £ 2.51 7,983 + 1,495 6.79
’ 2.29+0.44 9.76 £ 2.03 28.03 £6.37 1,233 £ 223 13.36
3. ME 1.15+0.31 3.98 £ 0.97 56.20 + 16.17 1,155 + 308 20.44
’ 0.94 £0.22 14.38 £ 0.53 93.82 +16.34 1,041 + 293 36.38
4 CE 0.90 +£0.24 5.26 £1.17 17.29+2.75 1,777 £ 321 7.82
’ 0.80 £ 0.09 12.16 + 3.07 28.51+7.24 5,304 + 450 13.82
5 SM 0.36 £ 0.12 8.29 £ 2.02 114.3 £29.7 13,397 + 1,724 40.98
’ 0.88+£0.21 13.74+£2.33 73.44 +14.91 10,340+ 1,343 29.35
6 AJ 0.41+0.05 4.43 +1.25 1.26 +0.28 1,513 + 358 2.03
' 0.71+£0.19 6.73+0.21 7.24 £1.95 7,369 + 288 4.89
7.SC 0.47 £ 0.06 5.12 £ 0.92 31.10+5.16 1,904 + 216 12.23
0.89 £0.19 13.20 £ 1.99 30.90 £6.10 4,740 £ 520 15.00

8. XO 0.51+0.09 4.23+0.85 97.17 +10.28 12,078 + 1250 33.97
0.92£0.15 10.61 +£2.13 31.82+5.94 5,106 + 367 14.45

9.CA 0.38 £ 0.07 3.50+£0.72 15.19+1.33 2,310 £ 315 6.36
0.70£0.18 6.80 £ 1.16 9.53 +1.87 1,785 + 230 5.68

Promedio (.81 0.99 4.87 11.03 41.16 37.51 5,001 4,272

1* 0 2* = ler 0 2do Periodo de Exposicion

** E| valor promedio se calcul6 sin el valor de Fe.

Tabla 6 Enriquecimientos netos obtenidos para las bolsas de musgo E. serrulatus en los dos periodos de
exposicion. Concentraciones en mg kg™ p.s., + desviaciones estandar.

Sitio Cd Cr Pb Fe Promedio**
1* 2% 1* 2* 1* 2* 1* 2%
1. OX 0.30 + 0.042 5.13 + 1.04 39.77 £7.42 1,636 + 369 15.10
’ 1.02 £0.35 26.43 £3.98 182.9 £ 35.9 3,679 £483 70.12
2 TC 0.60+0.14 9.61+1.91 26.93 +4.17 2,998 + 894 12.38
: 0.63 £0.12 18.21 £+ 4.27 41.90 + 10.02 1,772 + 385 20.25
3. ME 0.75+0.23 13.28 +2.69 102.0 + 23.31 1,228 + 484 38.68
) 0.87 £0.10 17.18 £ 4.41 60.44 +12.10 2,534 + 526 26.16
0.52 +0.06 6.98 + 0.67 29.01 +4.77 5,906 + 343 12.17
4.CE 1.26 £ 0.13 19.23+1.54 59.14 + 15.16 1,038 £ 273 26.54
0.50 +0.19 11.47 £ 2.46 149.0 + 26.52 5,335+ 1,055 53.66
5.SM 0.68 + 0.20 14.74 £ 0.76 38.05 + 8.60 6,631 + 154 13.44
6. AJ 0.37+£0.10 9.76 £ 0.49 17.91+2.80 3,639 + 823 9.36
’ 0.74+0.13 11.46 +2.10 58.33 + 13.32 7,192 + 949 23.51
7.SC 0.62+0.11 10.56 + 1.76 132.0+16.5 4,562 + 765 47.73
0.73+0.11 17.12 £2.78 56.89 +9.12 4,323 + 562 24.91
8. XO 0.55 +0.08 10.42 £ 2.06 97.13+£18.10 5,778 + 487 36.03
0.82+0.14 21.09+1.74 62.27 +7.23 6,300 + 479 28.06
9.CA 0.48 + 0.05 9.78+1.17 34.95 £ 9.67 3,910 + 410 15.07
0.69 + 0.09 12.30 £ 0.98 43.31+7.57 2,521 + 245 18.77
Promedio 0.52 0.83 9.67 17.53 69.86 67.03 3,888 3,999

1* 0 2* = 1er 0 2do Periodo de Exposicion

** El valor promedio se calculd sin el valor de Fe.
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Tabla 7 y 8 presentan los factores de acumulacién relativa (RAF) para R. natans y E.
serrulatus respectivamente. La Tabla 7 muestra que el Pb es el metal que méas se acumula en
la hepética acuatica, con un factor promedio de 3.3y 3.0. Le sigue el Cr con un RAF de 1.8
y 4.2. Cabe destacar que el Cr en el segundo periodo de exposicién es el metal que mostro
un mayor factor de acumulacién relativa por esta especie, seguido del Cd con valores de
acumulacion de 2.1y 2.5, y finalmente el Fe es el metal que mostro los valores mas bajos de
factor de acumulacion con valores de 0.5 y 0.4 para el primer y segundo periodo de
exposicion, respectivamente. En cuanto a los sitios de monitoreo, los que tienen los
promedios mas altos son 5-SM con 4.4, 3-ME con 3.0y 5.1,y 2-TC con 3.1 y 3.9 para el
primer y segundo periodo de exposicién, respectivamente, y los que tienen los RAFs
promedio més bajos son 6-AJ con 0.9y 1.7,y 9-CA con 1.2 y 1.7 para el primer y segundo
periodo de exposicion, respectivamente. La Tabla 8 muestra el mismo comportamiento de
acumulacion en musgo terrestre que en musgo hepatico acuatico, donde el Pb muestra RAFs
promedio de 8.8y 8.5, valores de Crde 1.2y 2.2, valores de Cd de 0.9y 1.4, y valores de Fe
de 0.4 para el primer y segundo periodo de exposicidn, respectivamente. En relacién con los
sitios de monitoreo, aquellos con el promedio mas alto son 1-OX con 2.1y 9.4, 7-SC con 6.3
y 3.5,y 5-SM con 7.0y 2.6 para el primer y segundo periodo de exposicidn, respectivamente,
y los que tienen los RAFs promedio mas bajos son 6-AJ con 1.4y 3.3,y 9-CAcon 2.1y 2.7
para el primer y segundo periodo de exposicion, respectivamente. Los valores de RAF en
este trabajo estan a niveles similares a los reportados para otros musgos usando la técnica de
bolsas de musgo en areas urbanas (Macedo-Miranda et al., 2024; Sykorova et al., 2016;

Ilieva-Makulec et al., 2016; Anici¢ et al., 2023 y Vukovi¢ et al., 2016).
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Tabla 7 Factores de acumulacion relativa (RAF) para las bolsas de musgo de R. natans.

Sitio Cd Cr Pb Fe Promedio**
1 2 1* 2% 1 2o * o
13 1.9 1.9 0.3 17
1.0X 1.9 45 2.7 0.1 3.0
6.6 15 11 0.8 31
2.TC 5.9 3.7 2.2 0.1 3.9
3.0 15 45 0.1 3.0
3. ME 2.4 5.4 7.5 0.1 5.1
2.3 2.0 14 0.2 1.9
4.CE 2.1 4.6 2.3 0.5 3.0
0.9 3.1 9.1 1.3 4.4
5. SM 2.3 5.2 5.8 1.0 4.4
11 1.7 0.1 0.1 0.9
6. AJ 18 25 0.6 0.7 1.7
7.5C 1.2 1.9 25 0.2 1.9
2.3 5.0 25 0.5 3.2
8. XO 13 1.6 7.7 11 3.5
2.4 4.0 25 0.5 3.0
9. CA 1.0 1.3 1.2 0.2 1.2
18 2.6 0.8 0.2 1.7

Promedio 2.1 2.5 1.8 4.2 3.3 3.0 0.5 0.4

1* 0 2* = 1ler 0 2do Periodo de Exposicion

** El valor promedio se calculd sin el valor de Fe.

Tabla 8 Relative accumulation factors (RAF) for E. serrulatus moss bags.

Sitio Cd Cr Pb Fe Promedio**
= 2x  1r o 1 o = o
05 0.6 5.0 0.2 21
1.0X 1.7 3.3 23 0.3 9.4
1.0 1.2 3.4 0.3 1.9
2.7C 11 2.2 5.3 0.2 2.9
13 16 12.9 0.1 5.3
3. ME 15 21 76 0.2 3.7
0.9 0.9 3.7 0.5 1.8
4.CE 21 2.4 75 0.1 4.0
0.8 14 18.8 0.5 7.0
5. SM 11 1.8 4.8 0.6 2.6
0.6 1.2 2.3 0.3 1.4
6.AJ 1.2 14 7.4 0.7 3.3
7.5C 1.0 1.3 16.7 0.4 6.3
1.2 2.1 7.2 0.4 3.5
8. XO 0.9 1.3 12.3 0.5 48
14 2.6 7.9 0.6 3.9
9.CA 08 1.2 4.4 0.4 2.1
1.2 15 55 0.2 2.7

Promedio 0.9 1.4 1.2 2.2 8.8 8.5 0.4 0.4

1* 0 2* = 1ler 0 2do Periodo de Exposicion

** E| valor promedio se calcul6 sin el valor de Fe.
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Tabla 9 y 10 presentan los resultados de los factores de enriguecimiento en R. natans y E.
serrulatus. La Tabla 9 muestra que, a diferencia de los RAF, el Cd es el metal con los valores
promedio mas altos en R. natans con 96 y 139, seguido por Pb con 9.7y 14.8y Crcon 0.9y
2.2 para el primer y segundo periodo de exposicidn, respectivamente. En cuanto a los sitios
de muestreo, se observa que los sitios 3-ME con 110y 114 y 2-TC con 32 y 187 para el
primer y segundo periodo de exposicidn, respectivamente, son los sitios con los EFs mas
altos, mientras que los sitios 5-SM con 5.0 y 10.3 y 6-AJ con 27 y 9.7 para el primer y
segundo muestreo, respectivamente, son los sitios con los EFs méas bajos. La Tabla 10
muestra que en el caso de E. serrulatus, los valores mas altos de EFs son para Cd con 53 y
96, sequido por Pb con 18.6 y 24.1y Cr con 1.6 y 3.1 para el primer y segundo periodo de
exposicion, respectivamente. En relacion con los sitios de muestreo, los sitios 4-EC con 10y
135y 3-ME con 83y 41 para el primer y segundo periodo de exposicion, respectivamente,
son los sitios con los valores mas altos de EFs, y los sitios con los EFs més bajos son 6-AJ
con 11.6 y 12.4 y 5-SM con 16.9 y 11.8 para el primer y segundo periodo de exposicion,
respectivamente. Es importante destacar que el Cd es el metal que méas contribuye a los
valores promedio de los EFs, por lo que los sitios con los promedios mas altos de EFs son

los que muestran los valores mas bajos de RAFs y viceversa.
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Tabla 9 Factores de enriquecimiento (EF) para las bolsas de musgo de R. natans

Sitio Cd Cr Pb Promedio**
T 2 T 2 1 2
50 08 6.7 192
1.OX 141 36 18.0 54
94 0.2 1.4 32
2.1C 539 3.7 18.2 187
289 16 39 110
3. ME 262 65 72 114
147 1.4 78 52
4.CE 44 11 43 16.4
78 03 6.8 50
5. SM 25 06 57 103
79 1.4 07 27
6. AJ 28 0.4 0.8 9.7
7.sC 72 13 131 29
55 13 5.2 20
8. XO 78 0.2 6.4 28
52 1.0 5.0 19.4
9.CA 48 0.7 53 17.9
113 18 43 40

Promedio 96 139 0.9 2.2 9.7 14.8

1* 0 2* = ler o0 2do Periodo de Exposicion

** El valor promedio se calcul6 sin el valor de Fe.

Tabla 10 Factores de enriquecimiento (EF) para las bolsas de musgo de E. serrulatus

Sitio Cd Cr Pb Promedio**
1+ 2% 1+ 2% 1= 2%
53 15 195 25
1. OX 80 3.4 89 58
58 1.5 7.2 22
2. TC 103 48 19.7 43
177 5.1 67 83
3. ME 100 3.2 19.1 a1
26 0.6 3.9 10.0
4. CE 352 8.7 46 135
27 1.0 22 16.9
5. SM 30 1.0 4.6 11.8
30 1.3 3.9 11.6
6. AJ 30 0.7 6.5 12.4
7.sC 39 1.1 23 21
49 1.9 10.5 20
8. XO 28 0.8 13.5 14.0
38 1.6 7.9 15.8
9. CA 36 1.2 7.2 14.7
79 2.3 13.8 32
Promedio 53 96 1.6 3.1 18.6 24.1

1* 0 2* = 1er 0 2do Periodo de Exposicion

** E| valor promedio se calculé sin el valor de Fe.
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Los valores de los factores de enriquecimiento promedio de Cd y Pb muestran que estan
altamente enriquecidos (>10) en el area de estudio, mientras que el Cr no esta enriquecido
(<2) en la mayoria de los sitios y muestra valores ligeramente enriquecidos (3-5) en los sitios

1-OX, 2-TC y 3-ME en el segundo periodo de muestreo (Zarazla-Ortega et al., 2013).

Los datos fueron sometidos a una prueba de normalidad utilizando los métodos de Ryan-
Joiner y Shapiro-Wilk, revelando que Cr, Fe, PM1o y PM2ssiguen una distribucion normal,
mientras que Cdy Pb presentan una desviacién de la distribucién normal, por lo que los datos
de ambos elementos fueron normalizados mediante la transformacion de Johnson. Los
resultados de las correlaciones de Pearson correspondientes a la concentracion de metales en
R. natans de los primeros y segundos periodos de exposicion, incluyendo la concentracion
de particulas PM1o y PM> 5 (proporcionadas por la Secretaria del Medio Ambiente del Estado
de México), muestran correlaciones estadisticamente significativas entre PM 19y PM2 5 (0.86,
p<0.05 para el primer periodo de exposicién y 0.85, p<0.05 para el segundo periodo de
exposicion), Fe-Pb (0.79, p<0.05 para el primer periodo de exposicion) y Pb-Cr (0.82, p<0.05

para el segundo periodo de exposicion).

Los resultados de las correlaciones de Pearson correspondientes a la concentracion de
metales en E. serrulatus muestran correlaciones estadisticamente significativas entre Cr-Cd
(0.74, p<0.05 para el primer periodo de exposicion) y Pb-Cr (0.77, p<0.05 para el segundo
periodo de exposicion), lo que puede indicar un origen comun natural o antropogenico.
Ademas, se observaron correlaciones fuertes entre Pb-Cr (0.59, p=0.09) y Cd-PM25 (0.55,
p=0.12), para R. natans en el primer periodo de exposicion, y entre Pb-PMyg (0.54, p=0.13)
y Pb-Cr (0.60, p=0.09) para E. serrulatus en el primer periodo de exposicion, y entre Cr-Cd

(0.54, p=0.13) para E. serrulatus en el segundo periodo de exposicion. Aunque no alcanza el
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nivel de significancia estadistica del 95%, el valor p sigue siendo cercano al limite requerido

de significancia estadistica al 95%.

Los resultados de la prueba t de muestras pareadas indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) para la concentracion de Cr en R. natans entre el primer y segundo
periodo de exposicién, asi como entre las concentraciones de Cry Cd en E. serrulatus en el
primer y segundo periodo de exposicion. También se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones de PM1o y PM2sen los primeros y segundos periodos
de exposicion. En todos estos casos, las diferencias reflejan concentraciones mas bajas en el
primer periodo de exposicion en comparacion con el segundo. Estas variaciones pueden
indicar una fluctuacion temporal en la concentracion de metales y particulas en la atmosfera,
con concentraciones mas bajas durante la primera temporada de muestreo (correspondiente
a la temporada de lluvias y frio seco) y concentraciones mas altas durante la segunda
temporada de muestreo (correspondiente a la temporada de sequia y calor). Ademas, estas
variaciones podrian sugerir una posible asociacion de Cry Cd con PM1oy PM2sen la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca, siendo tales asociaciones mas pronunciadas en E.
serrulatus en comparacion con R. natans. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05) para Pb y Fe entre los dos periodos de exposicion para ambas

especies, y para Cd en R. natans.

Los resultados de la prueba t de dos muestras muestran que existen diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre las concentraciones de Cr en R. natans para los
primeros y segundos periodos de exposicidn y las concentraciones del mismo elemento en E.
serrulatus para ambos periodos de exposicion. Por el contrario, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (p>0.05) entre las concentraciones de Cd, Pb y Fe en R. natans
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en el primer y segundo periodo de exposicién en relacion con las concentraciones de los
mismos elementos en E. serrulatus en ambos periodos de exposicion, por lo que es posible
establecer que, con excepcion de Cr, ambas especies acumulan metales en niveles

equivalentes.

Ademas, se utiliz6 un analisis de componentes principales (PCA) para determinar tendencias
0 patrones entre los metales, las particulas en suspension y los sitios de muestreo. En este
sentido, se realizaron diferentes interacciones de PCA para las dos especies de musgo (R.
natans y E. serrulatus) y las dos temporalidades (primer periodo y segundo periodo de
muestreo). La Figura 27a muestra el biplot para el primer conjunto formado por la especie R.
natans y el primer periodo de muestreo. En esta figura, se pueden observar dos tendencias o
patrones. La primera esta dominada por la relacion entre las particulas PM2s, PM1g y los
metales Cr, Fe y Pb. Este comportamiento esta vinculado a los sitios de muestreo 1,5, 7y 8.
La segunda tendencia esta relacionada con el Cd, que se vincula principalmente con los sitios
de muestreo 2, 3, 4y 9. La Figura 27b muestra los resultados obtenidos mediante el analisis
jerarquico de conglomerados (HCA). En esta figura, se observan 4 conglomerados, de los
cuales los conglomerados C1 y C4 presentan una correlacion absoluta significativa. El
conglomerado C1 esta formado por las particulas en suspensién PM2sy PMio, con una
similitud del 86.3%. El conglomerado C4 esta compuesto por Pb y Fe, con una similitud del
79%. Cabe sefialar que el conglomerado C3 (Cr) y el conglomerado C4 mantienen una
correlacion entre ellos del 52.2%. Con esta similitud, es posible inferir que Pb, Fe y Cr
provienen de fuentes comunes de origen. En el caso del Cd (C2), este metal permanece
aislado, lo que sugiere que este elemento proviene de fuentes diferentes a las observadas para

otros metales y particulas en suspension. En general, los resultados permiten inferir que las
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particulas en suspension y los metales estudiados provienen al menos de tres fuentes

diferentes de generacidn de estos contaminantes.
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Figura 27 a) Biplot de metales pesados, PMas5, PMzg y sitios de muestreo
obtenidos con las bolsas de musgo de R. natans en el primer periodo de
muestreo mediante PCA.
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La Figura 28a presenta el biplot para el ensamblaje formado por la especie R. natans en el
segundo periodo de muestreo. En esta figura, se pueden observar tres tendencias o patrones.
La primera estd dominada por la relacién de particulas PM2s a PMio, similar al patron
observado en la figura anterior. Esta tendencia esta vinculada a los sitios de muestreo 1, 7 y
8. El segundo patrén o tendencia esta relacionado con los metales Cr, Fe y Pb, y esta
vinculado a los sitios de muestreo 3, 4 y 5. La tercera tendencia esta asociada con Cd, que
podria estar principalmente relacionado con el sitio de muestreo 6. La Figura 28b presenta el
dendrograma para la misma especie y periodo de muestreo. En esta figura, se observan 3
conglomerados, de los cuales los que presentan una correlacion absoluta significativa son los
conglomerados C1 y C2. El conglomerado C1 esta compuesto por las particulas de materia
particulada PMz5 y PM1o, con una similitud del 85%. EI conglomerado C2 esta compuesto
por Cr y Pb con una similitud del 81.7%. Cabe destacar que el conglomerado C3 formado
por Cd y Fe tiene una similitud del 33.1%. En general, los resultados de los anélisis HCA
sugieren que, en esta temporalidad y para esta especie utilizada, existen tres fuentes de
generacion de contaminantes que estdn contribuyendo significativamente al Zona

Metropolitana del Valle de Toluca.
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Figura 28 a) Biplot de metales pesados, PM2s, PM1o y sitios de muestreo obtenidos
con las bolsas de musgo de R. natans en el segundo periodo de muestreo mediante
PCA.



La Figura 29a presenta el biplot formado por la especie E. serrulatus durante el primer
periodo de muestreo. En esta figura, se observan dos tendencias. La primera tendencia
involucra PM2s, PM1o y Fe. Ambas particulas y Fe estan vinculadas principalmente a los
sitios de muestreo 1, 5, 7 y 8, lo cual es similar a lo observado en Figura 27a. La segunda
tendencia incluye Cd, Cry Pb, que estan principalmente relacionados con los sitios 3y 8. La
Figura 29b presenta el dendrograma para la misma especie y periodo de muestreo. El
dendrograma revela cuatro grupos: C1, C2, C3 y C4. El grupo C1 estd formado por las
particulas de materia PM2s y PM1o, con una correlacion absoluta de 86.3%. A su vez, el
grupo C1 tiene una similitud con el grupo C2 (Fe) de 25.6%. El grupo C3 esta formado por
Cdy Cr, con un coeficiente de correlacidn absoluto de 74.4%. El grupo C3 tiene una similitud
de aproximadamente 44% con el grupo C4 (Pb). Estos resultados muestran que las particulas
PM2s y PMyo estdn fuertemente correlacionadas y provienen de fuentes naturales y/o
antropogénicas similares. También hay una alta probabilidad de que Fe comparta fuentes de
origen similar a las particulas, como lo muestran las tendencias en la Figura 29a. Finalmente,
es evidente que Cd y Cr comparten fuentes de origen similares y que existe la probabilidad

de que también compartan algunas fuentes de origen con Pb.
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Figura 29 a) Biplot de metales pesados, PM:.s, PM1o y sitios de muestreo obtenidos con las
bolsas de musgo de E. serrulatus en el primer periodo de muestreo mediante PCA.
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La Figura 30a presenta los resultados del PCA para la especie E. serrulatus en el segundo
periodo de muestreo. En esta figura se observan dos patrones o tendencias, la primera esta
representada por la fuerte relacion entre las particulas PM2s y PMsg junto con Fe. Los sitios
de muestreo que dominan y se vinculan a este comportamiento son los sitios 2, 5, 7 y 8.
También se observa una segunda tendencia, dominada por Cr, Pb y, en menor medida, por
Cd. Los sitios de muestreo que influyen en esta tendencia son principalmente los sitios 1, 3
y 4. La Figura 30b presenta el dendrograma para la especie E. serrulatus durante el segundo
periodo de muestreo. En esta figura, se observan 4 clusteres, los coeficientes de correlacion
absoluta mas altos son los formados por PM2s y PMio (C1) con una similitud del 85% vy el
claster formado por Cr y Pb (C5) con una similitud del 77%. Estos resultados sugieren que
las particulas PM2sy PM1o, asi como Cr y Pb, pueden provenir de fuentes similares. Al
mismo tiempo, se observa una similitud del 46% entre el cluster C4 (Cd) y el cluster C5. Esta
similitud sugiere que es probable que estos metales compartan algunas fuentes de generacion

comunes.
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Figura 30 a) Biplot de metales pesados, PM2s, PM10 y sitios de muestreo obtenidos
con las bolsas de musgo de E. serrulatus en el segundo periodo de muestreo mediante
PCA.



En resumen, es posible observar que, con las dos especies estudiadas y los dos periodos de
muestreo, existe una fuerte asociacion entre las particulas PM25 y PMjo con los metales Cr-
Pb-Fe en R. natans y entre PM25-PMyo y Fetre con Cd-Cr-Pb en E. serrulatus. Asimismo,
las particulas y los metales se asocian con los sitios de muestreo 1, 3, 5, 7'y 8, principalmente,
que son los que presentan las concentraciones promedio mas altas de metales en la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca, por lo que se evidencia que esta posible asociacion esta

vinculada al origen de las fuentes de contaminacion de estos metales en la zona de estudio.

El proceso de combustion de combustibles fosiles y madera da lugar a la emisién de grandes
cantidades de contaminantes del aire, como las particulas, que estan asociadas con metales
pesados y elementos traza (Vukovi¢ et al., 2015). Se sabe que el trafico y las emisiones
industriales son la principal fuente de contaminacion por metales pesados en muchas

ciudades y en areas urbanas de todo el mundo (Hao-Tian et al., 2022; Salo et a., 2012).

El transporte y la produccion agricola se han establecido como las principales fuentes de los
niveles de Cd (Zhang et al., 2023). Las emisiones de Cd se han asociado con la combustion
de combustibles o el desgaste de llantas (Demkova et al., 2018). Los musgos pueden absorber
el Cd presente en el aire, pero son susceptibles a este metal incluso en concentraciones bajas.
El Cr es un metal pesado téxico bien conocido que causa dafos severos tanto a las plantas

como a los animales (Mahapatra et al.,2019).

El Cry el Pb, que son contribuyentes al combustible, se dispersan en la atmdsfera a través
de la combustion (George et al., 2020; Wanget al., 2020; Isinkaralar et al., 2024), y

generalmente se encuentran en altas concentraciones en dreas caracterizadas por una industria
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intensiva y un trafico pesado (Qarri et al., 2019). La presencia de Fe ha sido asociada como
un indicador de contaminacién del aire en areas urbana que se origina, entre otros, por el
trafico vehicular (Shvetsova et al., 2019). El Fe es un elemento geogénico principalmente,
que es transportado del suelo en forma de polvo por el viento; a su vez, es un elemento
caracteristico de la industria, el trafico o la quema de petréleo, y también suele ser un
componente de las pinturas (Shvetsova et al., 2019; Madadzada et al., 2019). Los resultados
demuestran que el Cd, el Cr y el Pb pueden originarse de las emisiones vehiculares, el
desgaste de llantas y las actividades industriales. Esto se debe a que los sitios de monitoreo
utilizados como puntos de muestreo, con las concentraciones mas altas de estos metales estan
ubicados cerca de rutas con altos volimenes de trafico vehicular (121,000 vehiculos diarios
promedio anualizados) y también son proximas a la zona industrial Toluca-Lerma (Macedo-
Miranda et al., 2024; Avila-Pérez et al., 2019) Aunque el Fe se utiliz6 como un elemento
conservador para calcular los factores de enriquecimiento debido a su origen principalmente
geogénico, esta estadisticamente asociado con PM2s y PM1o, asi como con algunos metales
pesados, por lo que es posible establecer que este elemento tiene un origen parcialmente

antropogénico también asociado con el trafico vehicular y las emisiones industriales.

El uso de musgos en el biomonitoreo de la contaminacion del aire en areas urbanas
proporciona una herramienta econdémica y rentable para detectar fuentes puntuales de
contaminacion (Messager et al., 2021), y muchos estudios a nivel mundial han demostrado
que los musgos reflejan la deposicion atmosférica de metales (Isinkaralar et al., 2024;
Isinkaralar et al., 2024). Los estudios sobre la distribucion espacial de los contaminantes en
los alrededores de las industrias han mostrado que las concentraciones de metales y

metaloides en los musgos disminuyen exponencialmente con el aumento de la distancia a la
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fuente; de igual manera, los musgos proporcionan una imagen precisa de los patrones de
deposicion de contaminantes atmosféricos cuando estos se asocian con particulas (Varela et
al., 2023). La intrincada red de hojas, tallos y rizoidios en los musgos proporciona una
extensa interfaz de contacto con los contaminantes, lo que facilita mayores oportunidades
para la adsorcion de iones metalicos (Phaenark et al., 2024). Ademas, los abundantes grupos
funcionales presentes en los tejidos de los musgos desempefian un papel crucial en sus
capacidades de union a metales (Varela et al., 2023). Los grupos funcionales en las
superficies de los musgos poseen una fuerte afinidad por los iones metalicos, lo que permite
la formacién de complejos y quelacion de metales pesados (Gonzélez et al., 2016). Esta
capacidad inherente para formar enlaces con metales convierte a los musgos en adsorbentes
naturales efectivos, capaces de eliminar una amplia gama de contaminantes metalicos del

aire y el agua (Phaenark et al., 2024; Papadia et al., 2020).

Se ha enfatizado la necesidad de realizar méas investigaciones a nivel de procesos para
establecer asociaciones que sean validas estadisticamente entre las concentraciones de
contaminantes en los tejidos de los musgos y aquellas en la atmosfera (fase particulada y de
vapor) (Wu et al., 2014), donde una de las principales preocupaciones es la probabilidad de
"falsos negativos”, es decir, los altos niveles atmosféricos de contaminantes y las bajas
concentraciones observadas en los musgos (Giraldez et al., 2022). También se ha sugerido
mejorar los disefios experimentales, como las técnicas analiticas y los métodos estadisticos
utilizados para comprender las interrelaciones entre las concentraciones en los musgos y la
deposicion atmosférica, asi como identificar qué tejidos de musgo pueden proporcionar una
mejor estimacion de la deposicion atmosférica (Boquete et al., 2015; Boquete et al., 2020;

Chaudhuri et al., 2024). Estudios recientes sugieren que existe una fuerte relacion entre la
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concentracion en los trasplantes de musgos y la atmésfera solo para algunos contaminantes,
como los PAH pesados (Aboal et al., 2020; Pacin et al., 2023) y algunos metales pesados,
como el Cu (Boquete et al., 2015; Ares et al., 2015); sin embargo, para la mayoria de los
elementos, las correlaciones no son significativas. A pesar de esto, la técnica tiene el
potencial de diferenciar cualitativamente entre sitios contaminados y no contaminados
(Boquete et al., 2015), y es posible que los valores especificos en los musgos no reflejen los
encontrados en el aire (Vazquez-Avrias et al., 2024). Algunos autores han establecido que las
diferencias en las concentraciones elementales en los musgos expuestos se deben a sus
diferentes respuestas a los efectos de los contaminantes y las diferencias en la morfologia de
las especies individuales (Sergeeva et al., 2021), de modo que los valores altos estan
relacionados con la acumulacién de estos elementos por los musgos expuestos debido a
fuentes de emision caracteristicas (Chaligava et al., 2021). La concentracion de elementos en
los musgos también depende, entre otras cosas, de las condiciones (estacion) o la forma en
que son expuestos (Swistowski et al., 2022; Hu et al., 2018). En un trabajo anterior, se evalud
el uso de Leskea angustata Tayl para monitorear los metales pesados Cd, Cu, Pby Znen la
atmosfera de la Zona Metropolitana del Valle de Toluca, donde los resultados muestran
correlaciones significativas entre Pb y Zn con PM2s, asi como una fuerte correlacion entre
Pb y Zn con PM1 (Macedo-Miranda et al.,2024). En este trabajo, excepto para Cr, tanto la
hepéatica acuatica como el musgo terrestre reflejan de manera similar los niveles de
contaminacion por metales pesados en la atmdésfera de la Zona Metropolitana del Valle de
Toluca. Sin embargo, el musgo terrestre muestra niveles ligeramente mas altos de
acumulacion en sus tejidos y una mejor relacion de metales con particulas de PM2sy PMio

que la observada con la hepatica acuatica, lo que indica que es un mejor biomonitor.
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Los procesos de absorcion de metales no solo dependen de las caracteristicas fisico-quimicas
de los musgos, sino que también estan influenciados por las caracteristicas especificas del
escenario industrial y quizas también por el entorno de origen de los musgos, es decir, las
especies que acumulan mas metales en ambientes terrestres acumularan menores cantidades
de metales en ambientes acuaticos y viceversa (Garcia-Seoane et al., 2023). Ademas, se
confirmé que la competencia proton/metal es un factor principal en la bioconcentracién de
metales en briofitas. En este estudio, aunque el musgo terrestre mostré caracteristicas
ligeramente mejores que la hepéatica acuatica como biomonitor de metales pesados asociados
con las particulas atmosféricas en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas para todos los metales, por lo que tanto
la hepética acuatica como el musgo terrestre podrian ser Utiles para el biomonitoreo de
metales pesados o iones metalicos que buscan oxigeno y elementos fronterizos en areas
urbanas altamente contaminadas. Sin embargo, se requieren mas estudios para garantizar lo
anterior, donde la capacidad como biomonitores de las dos especies utilizadas en este trabajo
pueda ser comparada con otras especies de musgo que han demostrado una alta capacidad
para acumular metales pesados en areas urbanas altamente contaminadas en el area de estudio

y en el mundo.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones que se han obtenido para este trabajo son las siguientes.

La reproduccion de Ricciocarpus natans a nivel laboratorio se logro utilizando un medio de
cultivo disefiado para este trabajo, a partir de los compuestos béasicos del suelo que
favorecieron la reproduccion de esta hepatica, la cual mostro un aumento en el nimero de

especies disponibles para el biomonitoreo.

La caracterizacion de las muestras Ricciocarpus natans y Entodon serrulatus confirmaron la
desvitalizacion de ambas especies. Por un lado, se observa que la especie Ricciocarpus
natans pierde agua ambiental durante su periodo de exposicion, mientras que la especie
Entodon serrulatus mostré un comportamiento contrario, es decir, gané agua durante su
tiempo de exposicion como se observd por espectofotometria IR y el analisis
termogravimetrico. Asimismo, por microscopia electronica de barrido se observd que la
morfologia de las especies es diferente siendo la especie Ricciocarpus la que muestra un
mayor dafio después del proceso de desvitalizacion. Ambas especies vuelven a mostrar

cambios despues de 6 meses de exposicion.

La exposicién a metales pesados en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca produjo
cambios entre las muestras expuestas y las no expuestas, o que puede atribuirse a la
interaccidn entre los grupos funcionales en la superficie de la hepética y el musgo con los
metales pesados, observada principalmente en la intensidad de las bandas correspondientes
a los grupos funcionales -OH, -NH, N-H y C-O, indicando que estos grupos funcionales
participan en el proceso de adsorcion. Los factores de enriquecimiento promedio de Cd y Pb

muestran estar altamente enriquecidos (>10) en el area de estudio, mientras que el cromo no
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estd enriquecido (<2). Los resultados estadisticos indican una variacion temporal en la
concentracion de metales y particulas en la atmosfera, donde hay una menor concentracion
de estos contaminantes es en la temporada de lluvias y seca-fria y una mayor concentracion
para la temporada seca-célida, asi como una posible asociacion de Cry Cd con PM1oy PM2s
en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca, y que esta asociacién se reflejan mejor en E.
serrulatus que en R. natans. Ademas, excepto por Cr, ambas especies acumulan los metales
asociados con las particulas en el aire a niveles equivalentes. Existe una fuerte asociacion
entre las particulas PM2sy PMio y entre los metales Cr-Pb-Fe en R. natans y entre PM3 s-
PM1o y Fe y entre Cd-Cr-Pb en E. serrulatus, y estos contaminantes estan asociados a los
sitios de muestreo y con las concentraciones més altas de metales en la Zona Metropolitana
del Valle de Toluca. Los metales Cd, Cr y Pb pueden originarse de emisiones vehiculares,
desgaste de llantas y actividades industriales, mientras que el Fe tiene un origen geogénico y
parcialmente antropogénico también asociado con el trafico vehicular y las emisiones
industriales. Aunque el musgo terrestre mostrd caracteristicas ligeramente mejores que la
hepéatica acuatica como biomonitor de metales pesados asociados con las particulas
atmosféricas, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas para todos los
metales, por lo que ambas especies podrian ser Gtiles para el biomonitoreo de metales pesados
0 iones metélicos que buscan oxigeno y elementos fronterizos en areas urbanas altamente

contaminadas.
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